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2 内 容 提 要 

ee 本 书 汇集 北京 市 生理 科学 会 于 1962 年 春季 举办 的 “核酸 的 
RAISE ETE ER” RERUNS EWG 14 篇 讲演 
) 稿 ， 介 弗 近 年 来 国内 外 在 核酸 研究 方面 的 若干 动向 ， 内 容 涉 及 
(一 ) 核 酸 的 糙 构 问题 ，( 二 ) 核 酸 、 核 蛋白 与 蛋白 质 生 物 合成 问 
题 ，( 三 ) 核 酸 的 生物 活性 (感染 ,分 化 及 致癌 ) 问 题 , 以 及 (四 ) 影 


响 核酸 代 猎 的 理化 因素 问题 ， 可 供 生 物化 学 专业 人 员 以 及 广大 
Bae: 医学 界 与 生物 学 界 工作 人 员 贿 考 。 


作 学 专题 丛书 
术 酸 的 结构 及 其 生 物 活 性 
(北京 市 生理 科学 会 系 就 学 术 讲演 ) . 
Se ENOL Yk ERE 


LARA BR HEH Chena — ps 450 号 ) 
ie rs 5 7B RE a HE 093 号 


上 海 洪 兴 印 刷 厂 印 刷新 华 书 店 上 海 发 行 所 发 行 
_ FA 850X1168 1/32 FUE 11 28/32 PEK FH 313,000 


1964479 月 第 1 版 1964 年 9 51 KEDH 


- 替 一 书号 13119。560 ”定价 (A) 2.00 元 


前 


= 
= 


x 


BSE EME AE FRYE LH, PS IIE AP RE 
， 术 成 就 ,不 但 丰富 了 核酸 的 化 学 知 项 (特别 在 核酸 结构 方面 ), 而 且 
”开辟 了 新 的 研究 途径 ,对 于 多 少年 来 科学 家 切 望 解决 的 问题 ,如 蛋 
— AURA AAPL REAR MUD EKO 
SEARO ROSE, MOLLE T Bi ES , ORRIN A rH UB 
Bh FARA RARE HRS AMES, 

我国 在 核酸 的 研究 方面 正在 开始 ， 从 事 此 项 工作 的 科学 家 还 
， 系 多 。 为 了 推动 它 的 发 展 , 北 京 市 生理 科学 会 于 1962 年 春 举办 了 


。 在 训 的 一 部 分 从 事 有 关 核 酸 研究 的 科学 家 检 法 介 帮 近年 震 二 方面 
ERLE FEMUR T CRT. BER) PARADE A ei 
S sma. 只 选择 了 下 列 四 个 问题 : 〈 一 ) 核 酸 的 烙 构 问题 ;( 二 ) 核 
U。 酸 、 核 蛋 自 与 蛋白 质 生物 合成 问题 ;〈 三 ) 枝 酸 的 生物 活性 (BO, 
。 分 化 及 和 致癌) 问题 ;〈 四 ) 影 响 核酸 代谢 的 理化 因素 问题 , 共 分 为 十 
| 五 讲 。 讲 演 会 千 束 之 后 , 所 有 讲稿 双 泾 整理 补充 , 汇 篇 成 为 本 书 ， 
国 。 其 中 韩 够 同志 所 讲 “ 抗 肿瘤 药 与 核酸 代谢 ”一 稿 , 因 已 在 “生理 科学 
BER" eS APR, 
: PERTTI Fz BAB De, SCARE OL ZL ARS RCSB A BY 
SAEZ TR, (LAB HEAL 5 PE EER HY eR 
已 。 现 应 北京 各 界 的 要 求 SL AIAD HE SE BERS 
考 。 汇 重工 作 中 由 于 缺乏 经 验 , 缺 点 在 所 难免 , 敬 希 读者 指正 。 
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第- 一 讲 “核酸 的 化 学 降解 及 其 
产物 的 分 离 鉴定 
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KAFROR AR SORE IR. ARTA AE Xe 
HE, TERETE Mas eae, 因此 ， pilin lr a 


i 核酸 一 毅 千 构 的 研究 通常 可 以 通过 合成 与 降解 西 途径 。 本 讲 
帮 一 些 从 降解 大 手 研究 村 酸 一 般 结 攀 所 用 的 一 些 方 污 ， 和 泊 其 
Rion. | 


ee 
a Heme petra mae TCA, eteMeRNI 


if, 


AGM AIMEE BL) REAM LR, A RRA 
RAAT RE. 核 背 、 核 苷 酸 以 及 多 核 苷 酸 等 不 同 产物 。 


。。 答 得 到 这 些 产 胸 ,核酸 的 种 关 \ 降 解 的 评 与 条 件 等 都 是 重要 的 因 
。 素 ,总 的 来 说 ,可 以 概括 下 列 几 个 方面 ; ee 

q SB, HF AE AEH BE REL HRN BB ae 

y ; Se Ry i 

j ii 

4 人 

oe 


2， O Ors O 0 
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my 5 00 N* | oe 
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A OTS FP SE RR ANS A Ha PRE ( sm ee 糖 核酸 ， 以 


下 简称 DNA), ARS BA, Ait 1N 碱 在 室温 即 能 使 核糖 


核酸 (以 下 简称 RNA) MEERA RE, 而 DNA Fe 
降解 极 少 。 
=, DNA RRNA 易 为 酸 (如 过 氧 酸 、 甲 酸 等 ) 所 了 水解; — 


we RE ES ICEL 


水 解 。 

BE» SRM AEF GE ae ee nk Oe 的 核 苷 键 更 不 稳定 ， DNA 或 
RNA 均 具 有 此 特性 。 

核酸 的 降解 常 应 用 的 方法 有 化 学 ( 酸 ， 区 和 化 学 议和 和 的 二 
方法 ) 本 讲 训 到 的 是 一 些 化 学 方法 ; ;关于 酶 解 的 方法 将 在 下 一 讲 内 
述 及 。 

(—) 降解 成 碱 基 

1, WRBC70~72%) FE 100 度 加 热 了 小 时 , RNA 或 DNA 
均 能 水 解 碟 自 由 的 味 哈 和 喀 啶 碱 。Fresco 等 ca9 报告 本 方法 水 解 
的 效果 与 酸 的 浓度 和 水 解 的 时 间 有 很 大 关系 ( 玫 1)。 WARE AD Pe 
BERBERS , PT FSS EO AR BR Fe, 收集 沸点 203 一 205sC 
的 部 分 应 用 。 但 在 蒸 溜 时 易 引 起 爆炸 ， 需 特别 注音 。 此 水 解 方 法 
喀 吓 回收 量 较 低 ，5- - 交 甲 基 胞 喀 啶 在 水 解 时 会 被 破坏 。 


#1 过 氧 酸 水 解 核 酸 的 娃 果 [aa 
(100°C) 


hs ; k ‘ 站 人 水 解 
oat. He tH eR 
2 10° 20° 40 
水 解 奉 
”酵母 'B 60 8.6 35 57 
酵母 RNA 70 86 96 96 
70 83 98 100 


小 牛 胸腺 DNA 


2. 甲酸 (98 一 10095)175"O 封 管 中 加 热 2 小 时 ,RNA 或 DNA 
a 均 可 水 解 成 自 由 碱 基 ， 其 缺点 也 为 喀 啶 回收 量 低 ，Wyatt 等 23 

在 水 解 天 肠 杆 菌 双 数 噬菌体 DNA 时 改 用 88 和 甲酸 175"0 作 用 
80 分 钟 从 而 得 到 了 5- 卷 甲 基 胞 喀 啶 。 
0 3.IN 盐酸 或 硫酸 100°C 加 热 1 小 时 ，RNA 水 解 后 的 产生 
”是 味 办 破 及 喀 啶 核 音 酸 。 此 法 缺点 是 在 水 解 过 程 中 喀 吓 核 音 酸 可 
。 能 会 部 分 的 转变 成 核 昔 。 
4. 三 氛 乙 酸 于 155*0 加 热 80 分 钟 (RNA) 或 60 分 钟 (DNA) 
。 芍 可 得 到 自由 核 碱 。 上 比较 来 看 , 本 方法 较 好 ， 胞 喀 喧 无 腊 氨 现象 ; 
， 土管 加 热 时 也 志 甲酸 法 产生 的 压力 为 小 , 管 不 易 炸 裂 ; 靳 层 析 时 样 
， 品 点 样 易 干燥 ,也 无 腐 创 滤纸 的 焦化 现象 。 
”在 不 同 的 水 解 条 件 下 均 要 防止 胞 喀 啶 可 能 发 生 的 腊 氨 现象 ， 
_ Fresco 等 om] 提出 ,每 m mole 胞 喀 喧 和 0.3 BEF 92% 甲酸 作用 
。 了 20 小 时 (140?0) 可 以 定量 的 由 胞 喀 啶 转变 为 尿 喀 啶 。 

(=) 降解 成 核 苷 “RNA 降解 成 核 背 的 方法 最 早 系 用 浓 氨 
” 洲 液 在 加 压 下 于 4175 一 180?"0 作用 3.5 小 时 或 在 吡啶 水 洲 液 中 辐 

* $64.5 日 而 得 到 。 近 时 ,也 ayesc] 用 5095 甲 酰 腕 水 溶液 于 100?C 
”作用 10 小 时 可 得 到 A,G,O,U puppy ty, EHP Pe Hume me AK HF 

20% Kis, HRB. FA LacOH), fF pH 9 -F 80~90°C 
加 热 48 一 60 小 时 也 可 得 到 95 FO, 

用 化 学 方法 自 DNA 制备 核 背 是 相当 困难 的 。 


. es ees | 
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(=) ARR RNA MRR SE MEE, 
用 的 方法 是 0.3-1N NaOH ok KOH 4 3 i 37°C 作用 16~24 ， 
小 时 或 0.6N Ba(OH), 100°C 作用 2 小 时 , 均 能 得 到 单 核 昔 酸 。 ， 
Singer 4077 °°) 便 应 用 0.3N KOH 在 37°C MEMES ， 
酸 (以 下 简称 S-RNA), 18 小 时 后 得 到 单 核 昔 酸 。 最 近 ， 也 有 人 
用 更 稀 的 碱 水 解 而 获得 单 核 苷 酸 。Herbert 等 r“] 自 鼠 肝 中 分 出 
三 部 分 SRNA, 以 0.1N NaOH 在 85"C 水 解 4 分 钟 比 坊 测 定 
了 各 部 分 的 租 成 。 

碱 水 解 的 方法 较 其 他 水 解 方法 为 完全 ,因此 ,全 被 认为 测定 核 
酸 组 成 中 过 为 理想 的 水 解 方法 。 由 于 DNA 不 易 为 硕 水 解 ,同时 
味 吟 腊 氧 核 背 的 背 键 又 对 酸 很 不 稳定 ， 所 以 也 没有 较 好 的 化 学 方 
法 自 DNA 制备 核 背 酸 。 - 

(四 ) 降解 成 多 核 苷 酸 ”降解 成 多 核 背 酸 的 试剂 有 酸 和 碱 两 
种 ， 随 作用 条 件 的 不 同 可 采用 不 同 的 浓度 。Lanereo 用 1M 


KOH 26°C 7k ff 4~18 小时， 从 RNA 得 到 了 二 核 背 酸 片段 。 
Chargaff 等 co 以 0.1M H,SO, 100°C 水 解 30 分 钟 , 自 DNA 4 
HATHA. ABEMRET RARER MMR, HEH 
GA TAMA, WIGS. Merrifield'™ AEN 
酸 于 25°C 水 解 酵母 RNA 3 分 钟 得 到 了 二 ,三 核 背 酸 。 

(五 ) 无 嗓 哈 酸 和 无 喀 啶 酸 的 制备 ”由 于 顺 哈 和 喀 喧 腊 氧 核 


abel 
- z 


te oe 


AY CERRO TEJA AY ee JE HE AF Ze Bl. ~Chargaff 和 
Tamm! 11°] 用 稀 酸 处 理 DNA GE 7 AOA RR SAE, 
PI} FRAN 15,000, 仅 为 DNA 分 子 量 的 1 和 ,因此 在 研究 
WAR Ewe DNA 容易 。 得 到 的 这 种 酸 常 称 之 为 无 嘎 喻 酸 
(APA), 其 制备 方法 有 四 :(1) 用 酸 铀 节 DH 至 1.6 46 37°C 对 水 透 
析 24 小 时 ; (2) 用 酸 届 节 至 pH 2.8 在 100°C ME 1 NS (Q) DNA 
fe HO) 存在 下 和 乙 硫 醇 作 用 14 小 时 (18°C)"%43 (4) DNA 在 无 
水 毛 化 人 和 硫酸 人 钠 存 在 下 和 豆 基 乙酸 作用 (37*C)5so1， 均 可 获得 
APA, 


-二 


R——S—CH,COOH 
一 一 8 一 0， it, 


; PA GRAD PAU MSR 91, PT FLAME RRR EE ie 
a aL OT APA 分 解 。 ， 
RNAS a, DNA 在 60°O FAME We 1 小 时 可 得 到 无 喀 啶 碱 的 


SEER. 
(六 ) 其 他 Markham!) RNA ZF 100°C  BaOO, 水 解 ， 


1 小 时 ,水 解 液 再 逻 电泳 分 离 得 到 了 环 状 核 背 酸 。 

Shapiro 和 Ohargaffrs3 报 导 DNA # 0.2 M H,SO, 100°C ; 
水 解 2 小 时 ， 过 量 酸 用 Ba(OH), 调整 至 pH5.5, BORA 
BaSO,, HME pH 10， 离 子 交 换 层 析 分 离 出 数 种 吵 啶 、 
核 背 酸 衍生 物 (pMp, pMpTp, pMpCp, pOpCp 和 pCpTp)*, 

此 外 ， 有 些 工作 者 利用 不 同化 学 武 剂 和 核酸 或 核酸 的 组 分 相 
作用 ,以 观察 其 反应 情况 ， 霸 分 析 反 应 产物 ， DLA PEERAGE BAY 
KSA, ERRAD ? WE RECN EERASSEA . 
基 可 与 HNO, 进行 以 下 反应 : 


R_NH,+ HO_N—0-— > R—- Noe 
| 1 ae 
—>(R—N=N-—OH ]—>R—OH +N, 


Fk, WS RIE. KF WARES 
机 制 ，Lavalle 和 Roberet***? 提出 当 其 复制 时 哄 啥 与 喀 啶 核 苷 酸 
被 其 腹 氨 衍生 物 ( 了 一 N 互 :一 > 了 一 OH) 所 代替 。 动 植物 的 DNA 
和 烟草 花 叶 病毒 (CTMV) 的 RNA 中 , 合 氮 碱 的 腊 氨 速度 基本 上 相 
同 ， 其 中 由 于 腺 味 啥 、 胞 喀 啶 的 氨基 具有 和 氢 键 与 NO 作用 的 速 ， a 
HES He EA BO, 

EO FI RD ERB eR. PPAR 
BJS Hk fe ose A, Ze DN A 主要 作用 于 胞 喀 啶 ; 在 RNA 则 主要 下 


和 胞 喀 啶 和 尿 喀 喧 作用, 对 羟 甲 基 胞 喀 喧 作用 极 小 , (ELE RO 


Fra BAS. Big WR oe FE ELE ME BES DR A EF ES ERA 
ALAS BE AT RM EK ET AARP E A. FE4G RNA (EAT, 
pH 6.0 fF AF Same he HSE EE BAF RM ME 30 1% 31H Ze pH 9.0 


上 上 = 磷酸 基 ; M= iA 5-H ieee 
I = 胸腺 喀 啶 ; C= aR. 


ere em Shy Oe fae eet os er ee Be lee 
. |. Sa Sis 了 人 one a Py 


’ aa 7 4 
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ww ad ut Fe * 了 
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each。 人 nm 时 
“较为 群 尽 的 报告 了 郑 胺 对 于 尿 喀 啶 核 苷 及 其 核 昔 酸 、 胞 喀 啶 核 昔 


及 其 核 背 酸 的 作用 精 果 。 认 为 ， 在 PH 7.5 尿 喀 吓 核 音 或 核 音 本 


ba RIAL 5- SHRM fe pH 6.0 郑 胺 首先 加 成 胞 喀 啶 核 童 或 
尾 酸 团 啶 环 的 C,—C, 双 键 ,进一步 以 后 基 取 代 Ce 氨基 ,以 后 继 


ee am et ee ee te 


Ak 
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4 4 Oo e 
a | 
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q ms a : oN NH, 
be 2 AN | jz: 
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ae: O OH O OH |. | 
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bi Saeed NOH 
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vans ie 8 4 Ob), Verwoerd 等 cue 这 ? 
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BORE BEIT ACHE. Burton’ 研究 在 不 同 肤 的 存在 下 
66% 甲酸 降解 DNA, 观察 释放 磷 的 速度 。 诈 明 以 二 菏 胺 的 效 
BGs fs MUA Le PE Ee PEF RR RCH SEE BY DN A 


到 


p 
Fe 


| 效 出 来 ,由 此 推荐 在 与 DNA 或 肌 氧 多 核 苷 酸 反 应 中 可 引起 磷酸 
1 = 天 人 与 顺 哈 核 阁 残 基 开 裂 而 释放 出 喀 喧 多 核 并 酸 借 此 推测 哮 吁 
， 核 背 酸 的 大 致 排列 。 


三 、 极 酸 降 解 物 的 分 离 与 鉴定 


。 交 台 往 县 析 法 和 帘子 交换 多 层 析 法 。 有 关 这 考 面 的 工作 有 部 多 和 
px Wyatt 4) age LA BT MRM Mark- 
 ham!"9) gta RA BDH Cohn!) meat As By te 
。 离子 交换 柱 上 的 层 析 分 离 等 。 
。 (一 ) a TE SUR EASE MH AE A 
PMLA, TUR RRS ETS 
考 , 这 里 不 再 叙述 。 
， ， 耗 层 析 法 可 将 核酸 各 粗 分 自 混合 体系 中 分 离 ， 但 在 应 用 上 有 
一 定 隐 度 ,分 高 效果 以 分 离 小 分 子 的 组 分 如 核 碱 、 核 昔 、 核 背 酸 以 
及 二 ,三 等 低 聚 核 背 酸 为 佳 ,但 在 分 离 较 大 分 子 如 四 以 上 多 核 并 本 
AUR. 
i MEDEA ERE RR ERED MM EN IESE, AVE 
. 1, RRA AB PAAR UCR E NY HED , AKL BE 


Bp RCE _L, FETE GRE PF RIG, BAD BA 
Mh. PEREXE 0.5~1 GE /BEFL AT CUS IH, Markham!*® 7°). Smi- 
tho") Ohargaffc 和 Wyatt) 提出 分 离 RNA ok DNA 核 碱 
的 方法 ,全 广泛 为 大 家 采用 。 表 2 是 核 碱 在 不 同 溶剂 中 的 Ri 值 。 


| hie, wernt DNA ppt。 


Site, AMT Arm OR RE 


RARE RR DEO AN HABE, BELL IGE wR 


EE SS 4 DE ERO Fe Ei Re, oe 


一 一 一 一 
~ 
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》 ie 
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Marshak 和 Vogel!?7] 4 FA yt ame Tk fH, 可 以 未 需 从 不 含 脂 
类 的 生物 材料 中 将 核酸 用 三 氧 醋酸 提取 分 离 出 来 ， 即 可 进行 核 碱 
的 微量 分 析 。 核 大 的 颜色 反应 ,对 核 碱 从 攻 上 检 出 极为 重要 ， 因 为 
这 样 可 以 避免 由 于 含有 能 干扰 一 般 分 光 光 度 测 定 的 吸收 杂质 所 引 
RE, 有 关 这 方面 的 工作 Woodrl21]，Boser[l28]，Glerlachtl2 
SARS Ai. | 


K2 RRB EH R, a 
Ye 剂 
RK Hk BG RK 
Po hog tg gs | 9 | 10 
BRUR Mr 0.38} 0.28] 0.40} 0. 0.83} 0.44| 0.37 
Fe ORM 0.15] 0.11] 0.15 0.70) 0.02} 0.40, 
TRORGE 0.31] 0.19] 0.33 0.67| 0.73| 0.76 
Ra BRE 0.52] 0.35} 0.50 0.78] 0.73| 0.74 
i ete 0.22] 0.24] 0.28 0.80] 0.73| 0.70 
5- FA 3 i, ee 0.29} 0.27| 0.36 一 | 一 | 0.78 
5- 羟 甲 基 胞 喀 啶 | 0.13) 0.12) 一 一 | 一 | 0.75 
DRURY 0.20] 0.22] 0.33 0.91| 0.54] 0.49 
Breet 0.15} 0.03] 0.10 0.59| 0.62| 0.68 
DROME RE 0.17] 0.08) 一 0.60] 0.79] 0.84 
a RE 0.12] 0.11) 0.15 0.73] 0.76| 0.76 
CRA - : 
1, 86% (v/V)SXKTR, Whatman 1 3407 47 (Markham, Smith"), 
2. 86% (Vv/V)SAIETR, BASS 容积 的 浓 NU; Wek (比重 0.88) MFRS 


#8, Whatman 1-34, }47(Markham, Smithc?0l)。 


3. 正 丁 醇 〈 在 狗 23°C TP UzkfidM) 100 27+, 15 N NH,OH 1 277, Whatman a4 


Bt, b4¢(MacNutt'*2, Hotchkiss‘) , 


4, SES 8% 77%>2K 13%, HR 10% v/v/v, Whatman 1 号 下 行 (Markham, Smi- 


th570 )。 


5。 异 丙 醇 85 毫升 ， 水 15 毫升 ， 28 多 浓 氨 液 1.3 Bt, Whatman 1 Bg, 下 行 


(Hershey‘##3 ae), 


6。 异 两 醇 170 毫升 ; 浓 HCl ( 比 午 1.19) 41 毫升 , 加 水 至 250 毫升 ， Whatman 1 


BR, PAT CWyatte), 


‘7. SRRH 1 AR, RK 2 BRU 1.6 SHUKMM, Schleicher 和 Schill 第 597 


8 史 T 卫 400 毫升 ,水 208 Ft, 25% Bk 0.4 Ft» Whatman 43K, V4 
_ Géigren'), 5 

8. 5% Na,HPO, 水 次 液 以 异 成 醇 全 和 ， ARE ARETE Whatman 1 
号 ,下 行 (Carterte)。 

10. 2 1N NH,OH 调节 至 pH 10, Whatman 1 号 ,上 行 。. 


2. 靶 苷 的 分 离 DHBAH Ae Sew” , fez 2 内 


。 Vennereao 用 多 种 推进 剂 研究 分 离 核 背 。 正 丁 醇 - 丙 醋 -水 -此 
0 啶 -N- 乙 基 - 哌 啶 (20:25:7.5:0.75:0.75) 和 正 丁 醇 -丙酮 -水 - 哌 


We (20:25:7.5:1.5) 5 A,G,C,U BHA, MIE 
定量 测定 。 他 们 也 提出 用 同一 溢 剂 两 次 推进 以 分 离 核 彰 ， 如 甲醇 - 


。 盐酸 -水 (70:20:10) 或 甲醇 -乙醇 -盐酸 -水 (50:25:6:19) 第 一 次 层 
Bt, UC 核 背 重 生 不 能 分 开 ,但 当 第 二 次 用 同样 洲 剂 推进 后 AyG 
。 QU 四 种 核 苷 即 能 清楚 分 离 。 


3. 枝 昔 酸 的 分 离 ” 由 于 核 苷 酸 的 结构 可 能 有 三 种 形式 ,2 ;3 


或 中 - 核 昔 酸 , 因此 在 分 离 上 就 带 来 了 困难 。 一 般 认 为 A,G,C,U 

DORR FES, PUB TIER BH DE RAE. Markham 
和 Smith") & —-KANBAEKLD BEB, aA SR 
19%, 水 19% FAW 2% v/v/v HRAKKROS — ft Re 
ele gee aia) 
分开 。Boulanger 等 css] 提出 用 酚 - 异 丙 醇 -甲酸 系 和 纹 定 量 分 离 
«A, G,0,U 四 种 核 背 酸 , RFA ER. Caster) 的 工作 是 很 
。 有 价值 的 , 他 们 用 595NasHPO,- 异 成 醇 洲 剂 系统 进行 双向 层 析 ， 
可 将 大 部 分 核 碱 、 核 背 和 核 昔 酸 分 开 。 关 于 中- 核 昔 酸 的 分 离 , 最 

近 Moscarell 等 8] 建 广 用 异 两 醇 - 乙 醇 - 焦 磷酸 稳 冲 液 (25:40:35 
V/V/VY) 为 溶剂 ,他 们 分 离 pA, pU, pC 和 pG 取得 了 和 良好 的 效果 。 


s-RNA 中 新 核 苷 酸 的 分 离 ， Lipshitz'**). #q Brawerman!*° ， 


等 应 用 双向 层 析 技 术 进 行 研 究 ，s-RNA 的 碱 水 解 物 在 Whatmamn 
| 3 毫米 滤 和 约 上 双向 层 离 ， 推进 剂 第 一 向 为 异 丙 醇 -INNHO 
(7:3); 第 二 向 是 异 丁 酸 -0.5N NH,OH (10:6) pH 3.6~3.7, 


4 al: 提出 的 洲 剂 可 以 将 A,G,C,U 四 种 核 背 分 开 。 近 期 ， 


so sink 3 5- 高 便 顺 哈 核 音 酸 ，2_N- 甲 基 13 immo BEER, en) 4 
Ft SE REIS fe EF FE DR ME AA PT LS A 

分 离 核 苷 酸 常用 的 溶剂 和 层 析 条 件 ( 表 3)。 a 
H3 Beww R, fac Pek ame, 


2 -R RRB - 


8 | 一 0 
"3 /-BRUR PR ERE 0.50 | 0.4 0.35 | 0.49 | 0.7 
2’- BPRS 
0.46 | 0.43 | 0.20 |.0.67 | 0.24 | 0.46 
3+ BERGE ; ‘ 
aE EE _| 0.80 | 0.77 | 0.51 | 0.43. | 0.24 | 0.35 
Re ae SR 0.56 | 0.58 | 0.34 | 0.26 | 0.37 | 0.57 | 
5 ARO GR 一 | 0.43 | 0.37 | 0.28 | 0.48] —— 
BER me BF BE = 10664.) —) | — be 
Bed BR PRE AA — 10.81) 一 
CHa 


“二 LTB 26°CH 700 SFt, 恒 沸 HCl 132 Bs, gmk Ft, Whatman 15 
‘#, P47(Smith, Markham®), Boulanger, We a ee 
2. FIX 2s60 aia 
3. FAR 75 tH(v), 25% (w/v) =SARERE 25 份 (V)， Whattaan 1 Sa, Bo (int 
rows!!4] 等 )o i | 
&。 异 成 醇 ,四 氢 糠 醇 ，0.08 M ane Sn RODE 3.02)4 1 份 (v) Whatman 1 & 
BP 4 (Carpenter!), y 
Bs HT R10 GF (v), 0.5 N NH,OH 6 ¢} (v) pH 3,643.7, Schleicher, se 


om 

597 3, P47 (Magasanik!6714¢ ) , 14 

Be 0%E 含水 酚 84 Ut .a.T BE 6 Ht, BRE 10 份 ,水 100 份 (SOR, Whatman 1 Ne 
| Bak, P47(Boulanger, Montreuil), ae 
ba, Oe FIZ 2,90 3 ee . 


8. 信和 (NH,)280, 水 滩 液 79 (9, 0.1 M 稻 冲 波 (pH 6) 19 4, RPNNE 2H) What- 

man 1 $#t, -4(Markham, Smith!7!1) , | 

" FAK 2', 3! AFH A «=Heppel 和 Whitfeldt*, 42) fe 
报告 了 环 状 2 ,3' UE me EF HE HY 2 ES HE 5 SERA, OB 
AMES AG EF. DRS EA DL Be ee EHR RN BTS 


a 1s 


考 Bi a ‘i ee 12) Re | Ar Rtas 
«5, ABRAHAM Meets Smith, Allen Be nb 
il 用 异 丁 酸 - 氨 和 异 丙 醇 -醋酸 -水 为 溶剂 ， 双 向 层 析 分 离 出 
多 核 音 酸 。 区 horanarse1 采用 氨 条 葬 推 进 剂 分 离 多 聚 体 T(Poly 

T) ALAR AT AC (PolyT 和 0)。 首 先 将 分 离 物 通过 Dowex-50 
讨 子 交换 柱 转变 成 钱 盐 后 ,以 异 丙 醇 -氨水 -水 (7:1:2v/v/v) 或 乙 


醇 工 M NH,AC (pH 7.5)(5:2 v/v) BIBRA Es HT 
_®-1 M NH,OH-0.1M EDTA (100:60:1.6 v/v/v) 长 时 间 层 


过 


| MRE AB. Rushizky" 等 用 RNaso T, 降解 酵母 


RNA, 在 含有 40%(NH,),SO, 的 0.1 M BRRRGMBEDP PH 7 中 分 
一 二 、 三 核 昔 酸 片段 ( 表 4 )。 
«#4 BERNA i RNase T,, 降 解 分 高 的 
B=. Shee R, 值 rs] 


化 & . - Rp (Ap 41.0) 

G-Cyclic-p - 1.5 

ae | 2.5. 

ApGp. ; 0.95 

CpGp | 2.5 

UpGp oes 2.5 

ApG-Cyclic-p 0.6 
CpG-Cyclic-p 1.7 4 
, UpG-Cyclic-p 1.7 | 全 
ApUpGP + 0.68 k, 
i UpApGp 1.1 a 
aha _ UpCpGp 1.8 4 
Me hg: _ . CpUpGp id cere 1.8 i 
Fieri. UpUpGp 1.8 a 
1 ApApGp | 0.5 a 
as CpCpGp 1.9 me 
by ! ApCpGp 0.83 eae 
fe CpApGp 1.3 eae 
pe. Sonat 
Staehelinrt 研究 了 二 、 SRR LRN AR 
3 -磷酸 单 酯 后 的 薄 层 析 行 为 。 在 正 丙 醇 -NH, 一 HsO (60:30:10) 


io meni 


溶剂 中 ,二 ,三 核 昔 酸 异 构 体 具 有 不 同 的 Ri 值 ( 表 5)。 
HS -,SRERVRGEREARI-p 后 的 R, 0" 


物 | Re (JJ Ap 41.0) 
ApC 1.6 
ApU 1.3 
GpC 0.88 
GpU 0.73 
ApApC 0.93 
ApApU 0.80 
GpApC 0.46 
ApGpC 0.51 
GpApU 0.41 
ApGpU 0.45 
GpGpC 0.29 
GpGpU 0.22 


AE TEE FR BY A TS TOY SOK A CREE: UO SIS, 
fF] CLAN en eRe ER A KGET BRE, DIED 
He. MEVERAPERO, WTAPER. HERB 
te ML ARIL IS FE BY FDL 4 AH D SEM, VERE 
适当 波长 用 分 光 光 度 计 测定 吸收 值 , 即 可 计算 出 各 粗 分 的 含量 上 四。 
但 应 用 这 种 方法 测定 时 , 由 于 必需 沟 过 层 析 分 离 和 洗 腊 等 步 又 , 因 
而 测定 时 间 需 要 较 长 (50 小 时 左右 ), 测定 回收 这 波动 较 大 ; MEE 
杂质 的 干扰 影响 测定 的 重复 性 也 较 难 恒定 ， 故 想得到 准确 烙 果 必 
损 进 行 多 次 重复 。 许 多 工作 者 为 克服 上 壕 人 缺点， 多 研究 核酸 棚 分 
示 狐 分 离 的 直接 测定 法 。Kerr5s5，Loring 等 [9 65) 先 用 续 盐 沉 
淀 法 将 RNA 降解 物 分 离 成 味 吟 和 喀 啶 丽 部 分 ， 再 分 别 测定 每 部 


“分 两 处 波长 的 光 密度 值 ， 借 二 元 联 立方 程 求解 出 AGO)TU pam 
«yar. Emanuel 和 Chaikoff"") 以 类 似 的 方法 分 析 了 DNA H% 


碱 的 含量 。 从 四 元 混合 体系 直接 测定 核酸 组 成 的 工作 近期 也 有 很 
KRG. Suzuki 通过 省 化 作用 使 RNA 的 粗 分 改变 糙 构 咎 
成 租 劳 相互 间 的 光 谐 益 异 ， 便 找到 混合 体系 中 各 核 碱 或 核 昔 的 含 
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| 性 最 。 硬 此 方法 向 未 应 用 到 核酸 样品 。Reid re，Prattr* 等 人 报 
| 告 在 更 多 波长 处 直接 测定 RNA 或 多 核 彰 酸 水 解 液 的 吸收 值 , 利 


| 而 借 电 子 计算 机 帮助 直接 奸 算 出 混合 体系 中 核 琶 或 核 背 酸 的 合 

"fk. Bacuxenno!®) 等 也 用 最 小 二 程 方 原理 提出 了 直接 测定 RNA 核 
FR TI. URGE 巴 ” 利用 泥 合体 系 在 一 定 波长 下 的 总 吧 
HED) SP LH MDH 2 HS 


i 


PE 13 WR PFA RAE REE, ABER A 
id 的 含量 。 Eredericq 等 588] 发 现在 DNA pH 3 Ky E 260/ 
E280 比值 有 随 A 或 下 核 背 酸 的 克 分 子 比例 不 同 而 改变 的 特点 ， 
， 利用 此 一 性 质 ， 报 告 了 简便 推算 DNA 粗 契 克 分 子 比 例 的 方法 。 


we 


PER RUT MERE RAS ROMA, WH, wa Se 
” 剂 星 色 的 比 色 法 5 212, FPN HL FA Sn HS 
， 释 法 测定 尿 喀 呈 和 胸腺 喀 啶 含量 的 方法 C%]1。 但 这 些 方法 在 一 定 程 
。 度 上 受到 测定 条 件 的 限制 ,实际 上 较 少 采用 。 
CS) RR EE eee ek RIL EME A A 
BARA RE FEA WRAL, TT AS IE EE RY OH FB 
AR, FU, DUC rete TR BOY, A, 
GC, U PU Fh inet Ae FY DI Fire tite DS EBERLE pH 3.5 
Bap He Hd 8 — RIE (I P—OH ) 2 i Tn SS — ER IE (ITP — 
OL) 2 ARIES 5 氨基 解 离 程度 也 因 各 含 氨 基 的 核 音 酸 的 解 离 党 
数 不 同 而 有 所 不 同 ( 表 6 )。 | 
由 于 每 一 种 核 昔 酸 带 有 工人 负电 荷 (ILP 一 OH)， 所 以 奖 负 电荷 
”在 p 且 3.5 时 则 为 : 
AMP 0.46 (1—0.54) 
GMP 0,95 - (1—0.05) 


AGB ENR TR HIDE ey FEAL  70 O  LME 


BUENA A, G,C (Dt DNA-A. G,C,T putas tte pH1 BR 


_ Udenfriend ¢°**) 研究 了 在 pH 11 Ayer CREAR EE 


we; i wv), wl 7% VANS treo od tr? ee rz vn PF "’ 

he eae | 5 uae PMN NN rg Nee SRST RE ee ae a 

站 { : . . a p> ‘ . . 
te .. . - ‘ . F 


CMP 0.16 (10.84) 


UMP 1.00 
#6 Ay G,C,U WR pH 3.5 NHREBE 
wm Ff 了 酸 PKa, i 刘 a 
AMP 3.70 0.54 
GMP 2.30 0.05 
CMP 4.24 0.84 


UMP 一 . 一 


因此 ，, 在 进行 电泳 时 单 核 苷 酸 向 正极 移动 的 速度 各 异 ， 其 欢 序 是 : 

UMP>GMP>AMP>OMP， 可 以 达到 良好 的 分 离 效果 ca。 BI 
RAPE NARRATE A ROR, TE 
, ”pH 9.2 YAR SHARE AS, Crestfielde'*) Fi) AWE TE PH 9.2 
的 三 酸 稳 冲 液 中 将 5 与 2，3 异 构 体 分 开 。 在 pH 3.5 MT AR 
‘ REDS HER Spe PTO HAT EE ITH LAB 2a 
RM, ye pH 8.5 时 单 、 二 、 三 核 并 酸 所 带 的 次 电 


a a Ae a ae By a ok i =, we ae ee a ee 
(a Btn yk ae ape el EA Le 7 * 
. + ie =. 5 ee —~—. On . 全 
x= . = 机 天 
ae » IS . = a eae 
, / 


Aa, = PAY BO A Ae 7) ae a 

三 核 背 酸 > 二 核 背 酸 > 单 核 并 TN Na 
: KT RPEBXSKERMKLE A ‘ 
| K 4 酸 
a ee: 1 1.4 Pe 
i | SiG 1 2 3 id 
me BA Ay ( roti 45 / HESS ES 3 HE) 1 1.43 2 
Wee T 数值 和 在 某 -- pH Hi ARR, AR 

出 任何 单 ,二 ,三 核 苷 酸 的 移动 速度 。 例 如 ,在 p 了 3.5 时 AG AC 
Me 和 AAU* 的 移动 深度 (以 尿 喀 啶 核 背 酸 的 移动 速度 为 ) 如 下 : 


AG=0.46 + 0.95/1.43=0.99 
AO=0.46 + 0.16/1.43=0.43 


+ AG ARBAB AC 为 腺 胞 二 核 背 酸 ; AAU 为 腺 腺 尿 三 核 音 酸 。 
一 了 一 


| AAU =0.46 + 0.46 +1.0/2.00=0.96 
ed WF. =D Lee ee 电泳 法 应 用 在 核 
| 栈 降 解 产 临 分 离 上 则 有 限制 ， 以 分 离 三 核 背 酸 以 下 的 和 组 分 较为 适 
H, Edstrom!) 自 组 积 的 单一 秋 胞 提出 RNA, RRR 
Rene NS aL. RE LALA ,7T BEAST 100~1000 微微 克 的 超 
es vee 
上 机 种 方法 联合 用 来 分 高 术 山 史明 
so, RZ “RCE”, Rushizky 和 Knight 分 离 了 TMY-RNA 
fy RNase KE AEH" s 和 RNase T, My 2; 酵母 RNA fy 
RNase T, MARY) 以 及 s-RNA 的 酶 降解 物 c9。 了 erbert 等 co ， 
| ASAD TF s-RNA 的 RNase 降解 物 。 他 们 用 的 
方法 是 第 一 向 进行 狐 电 泳 分 离 ， 焰 冲 液 为 0.08 M HCOOH (以 
NH,OH 调 至 p 联 2.7)， 第 二 向 是 下 行 耗 层 析 , 推 进 剂 是 0.08 M 
_ NH,COOH pH 3.8 上 直 丁 醇 (1:1)， 在 一 张 滤 纸 上 同 时 可 以 将 一 
些 单 .二 、 三 核 背 酸 异 构 体 分 开 。 ws 
得 Petersen'**) 将 DNA 用 含有 2% w/v —SERRY 66% v/v IF 
EE AEDT ESR, 
(=) BFRRERRA OU LBAOHESENT SEE 
品 的 分 离 ,分 离 大 量 的 样品 柱 层 析 法 则 具有 特殊 的 优点 。 离 子 交 换 
， 树脂 柱 屋 析 在 近 几 年 来 发 展 很 快 ， 尤 其 是 取代 徐徐 素 离 子 交 换 树 
， 脂 的 合成 ,对 核酸 降解 物 的 分 离 , 特 别 是 静 大 核 昔 酸 片段 的 分 离 提 
二 和 供 了 有 利 的 条 件 。 方 法 是 在 交换 柱 内 , 装 大 离子 交换 树脂 ,把 降解 
液 调节 至 适当 pH, 通过 层 析 柱 ,被 分 离 的 组 分 通过 离子 交换 作用 
吸附 在 柱 上 ， 然 后 用 含有 竞 等 性 离子 的 洗 腊 剂 进行 洗 腊 。 洗 腊 液 
搂 一 定 体积 连 秆 收集 ， 用 分 光 光 度 计 量 一 定 波长 下 每 一 小 份 收集 
液 的 吸收 值 , 井 给 出 吸收 曲线 。 将 同一 峰 内 的 洗 胸 液 合并 干燥 , 即 
得 到 不 同 的 分 离 产 物 。 洗 腹 液 的 浓度 可 以 成 阶段 的 二 加， 也 可 以 
连 苇 不 断 的 增加 。 选 择 适 宜 的 洗 腊 剂 对 分 离 效 果 至 为 重要 。 洗 腊 
剂 内 车 含有 某 种 盐 时 ,从 洗 腹 剂 中 回收 分 离 物 时 则 会 增加 困难 , 必 
须 逻 过 胸 盐 步 屡 始 能 获得 纯 品 。 因 此 ， 一 般 多 采用 盐酸 或 甲酸 等 


’ / he aig See » in r 


洗 腊 剂 如 碳酸 胺 、 碳 酸 氢化 .三 乙 胺 等 , 收 到 较 好 的 效果 。 


UE, 分 述 于 后 : 


的 工作 最 为 出 色 。 
CL) Beli BAPE: 因为 核 碱 、 核 苷 分 子 内 均 含 有 未 同 的 


及 其 核 背 则 不 能 。Cohnr1 用 氢 型 阳 郊 子 交换 树脂 (Dowex-50) 
分 离 了 A,G,C,U 四 PE AK Ti Cohnr2a 同样 用 Dowex-1 BAS 
F-2CRt Ne A DIA Ta 9 BY, 主要 是 因为 G,U,T 以 及 相应 的 


' 核 彰 均 具有 可 解 离 成 阴离子 的 _NH__O_” 关 团 。 Andersonc] 等 


用 Powex-2 CI 型 树脂 制备 股 氧 核 苷 ,他们 指出 这 类 核 音 在 
_. Dowex-50 树脂 上 会 发 生 分 解 。Oohn rzg] tS RM, ZED 


酸 盐 存 在 时 ， 可 使 吸着 较 弱 的 OC, A 核 背 在 阴离子 交换 树脂 上 吸 
有 作用 增强 ,因此 不 难 分 离 。 最 近 Hayesteo 也 用 Dowex 树脂 


BEST RNA 2h 5076 甲 酰胺 水 解 的 产物 ,得 到 了 核 昔 。 


。，，(2) 单 核 痛 酸 的 分 离 : 梳 在 酸 具有 可 解 离 的 态 酸 基 故 可 志 现 
出 与 核 碱 和 核 背 顺 不 相同 的 离子 交换 特 性。 最 早 Oohntzo a3 允 


核酸 碱 水 解 液 以 Dowex-2 PAY Ss BR FAS ERT Ps He VENER 分 离 出 
A,G,C,U 四 种 单 核 苷 酸 。 其 后 ,将 Dowex-1 例 脂 处 理 成 醋酸 型 


或 甲酸 型 以 醋酸 钠 或 FF RSA AR YR VE IE , 将 C, U 单 核 苷 酸 弄 构 | 


PANS 用 相同 树脂 处 理 成 氢 型 ， 以 含有 氧化 销 的 醋酸 餐 冲 流 
(PH 5.5) 分 离 了 原味 叭 核 背 酸 的 异 构 体 [1。 最 近 ，Oohnaa 用 


Dowex-1 Cl” 型 X* 以 易 蒸发 的 碳酸 氢 贸 (分解 点 60*0) BEM 


RAST, SBR EY AR BE ie BRS, (eames 


= 16 + ; 


可 解 离 的 基 团 ， 故 可 用 离子 交换 法 来 分 离 。 在 酸 洲 液 中 梳 碱 A, 
CoC DSS HO aN, J, a ae RB, (UT 


TOBA. HEH TEP, HEAR MBAR 


ee eee 


ts ADA RT 2e te HS, BURA Ce RS AE 


LR CMA RAR ZEST 
得 ,常用 的 有 Dowex-1; Powex-2( 阴 离子 交换 树脂 ) 和 DoWex-50 2 
《阳离子 交换 树脂 ) SE. RAED RM, DL Oohn 


a ee a Se ee 


~~ 
. *. 
= 


4 一 . 


ver ar | 和 ii ESSAY ies RUA a Ny Mt : 
hp | ‘ Ey aN pee Nye UW ot 


1 痊 酸 存在 于 s_RNA 中 ， Cohn 报告 了 应 用 Dowex-1, HOOO- 
型 Te 的 方法 。 


> wex 1 me FEET Alo RNA. 0. 3 N NaOH 水 解 的 


SS-NERODSseTER, ONSEN tee, UAE Re 
LASER GMP Beime. 后 两 种 核 音 酸 在 用 HLCL 水 解 时 划 没有 
|， 获得 。OCantoni 等 OP 也 以 同样 的 分 离 方法 自 殉 肝 s-RNA 中 分 
| 离 出 五 种 新 组 分 : 2- 郑 基 -4- 甲 氨基 喀 喧 核 背 酸 , 1- SE 
pire, FE EMO BE HF, 2-— 1 AE 6-H A 
AREER TB 

(8) 多 核 背 酸 的 分 离 : Singer”) 等 报告 将 聚合 体 A 酶 解 后 ， 
用 Dowex-1Cl- 型 X 分 离 了 AMP——pApApApA PUR, th 
， 栖 采 用 的 洗 胸 游 剂 为 0.005 N-0.01 N 互 C1 溶 液 ,内 含有 不 同 量 的 
NaCl, 并 提出 分 离 后 洲 波 内 的 OL- 可 借 与 596 Same HR He aR 


， 去， 过剩 的 腕 可 用 醚 抽 提 去 除 。 McCully 和 Cantonil™) 在 Do- 


。 wex- 柱 上 也 研究 了 多 核 音 酸 以 硫酸 单 酯 栈 腹 去 末端 3-p 后 的 分 

。 BSR, 他 们 将 s-RNA 用 RNase T, 降解 ， 以 水 和 0.3N 甲酸 
| BrBevbt, BHT A, G 核 昔 和 以 G 为 末端 的 和 本 
OpOpG,， ApG)。 

i; 2. BR BAER F-ZC AE ROGER MB Fy 

| «PBL A Nh, a: 

(1) Heteola-Cellulose RHRFAAWE, =LESRHEDH © 
FEWETE PHATE AS", Sha EAE, Veder 42014) 全 
BET TM SED EE. 

(2) Diethyl aminoethyl] Cellulose (DEA E-Cellulose) % 4 
SCF IRB BLAS ro ene i 


C,H, Cl—CH,CH,OH H, 
NE 一 一 一 »N-0, H,OH 
O,H, NaOH O,H, a 


i 一 划一 


ow 
tas i5 


0O.H 
SOC]， di HER 


2 5 


四 个 峰 ( 图 1 )。 
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if 

> 1.5 : 
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ANS a 

Y Ei) Ae 
Rt 
Ry | 0.5 

al 

u i y 0 ——~_ + “ 
iy 0 200 400 600_ $ 
站 洗 腕 液体 积 (毫升 ) 7 

a: 


ay Bl 1 多 聚 腺 嗓 叭 极 苷 酸 径 牛 胰 术 糖 槐 酸 酶 水 解 后 产物 的 
1m | Sas me? | 
ee 树脂 : Ecteola—give serie Cl- 型 (1,2x4 ,5 EER), 
ate VERA: MLM, Wey, | 


“Ey. 


fC! “on DEAT 


”eers 等 [9 将 Poly A 以 牛 胰 RNase 降解 后 ， 在 Ecteola- 本 
Cellulose 树 脂 上 吸附 ,用 LiCl VST GEE ASB Ap 一 一 ApApApAp BR 


ee, ha) 
lay, 4 - ; 


«GU BERR 3x, ae, 
ca 20 “ 和 ae : : 党 中 ， 
Lie, Set 3 : 
era ee ae \ 4 


A. Staehelin 等 co9 提出 DEA B-Cellulose 容易 吸附 低 聚 核 昔 : 
国 。 又, 并 可 在 PH 8.6 Beit ti (NHH,),00, 1 (NH)HCO, ge 
HRC 38.6) 为 游 剂 分 离 了 Poly A 降解 物 , 得 到 二 这 天 枝 普 融 
， 疗 县 (图 2 )。 大 以 同样 分 离 条 件 分 离 了 牛 胰 RNase 降解 RNA 5 


1B MRA ORES, AC, AUK FEO, 


-_ 
。 
ghee 
-一 


ww 
or 


pApApApApApA 


Bs? “a0Q 460 ”600 800 1;000 


ee Bene AR EF) 
ss SRR SRA RE RK ar ; 
了 的 分 离 图 蓄 5104 


树脂 : DEAE- Sixes (HCOs ” 型) 230~325 ffl, 0.9 meq 
N/g， 0.9x30 厘米 。 
PERF: NEH4HCO: (pH 8.6) 递 度 洗 腕 法 。 


400 600 800 
洗 脱 液体 积 (毫升 ) 
图 3 “ 牛 胰 核 糖 核酸 酶 水 解 酵 生 RNA Jerks ea" 和 
树脂 : _DEAE-gt esky fg (HCO; - 3)230~325 节 孔 ，0.9 meq N/g。 ee 
涉 脱 剂 : NH,HCO, (pH 8.6) 3 HE yee. . why iy 
一 一 在 260 my 测定 ; Fae xe 300 ar ee  —21— 


| . Nie 


人 人 i” Soa , 
内 2 ya t J 
¥ ’ Ty, 4 } ae 


GAC 则 早 于 AGO; GAU 旭 早 于 AGU(A 3), 


oe ese 
: 


$5 — AE a PS ML PL, A OR AA URE 
早出 现 ,如 AC 先 于 AU,， GO 先 于 GU BEET. 
第 三 ,在 含 G 的 聚合 体 中 ，G 离 未 端 喀 啶 意 远 者 僵 早 出 现 , 如 ， 


在 pH 8.6 条 件 下 不 能 清楚 分 离 的 组 分 如 图 3 中 GU 与 AAOC 
等 ,可 将 洗 腊 条 件 调 整 至 p 了 7.0 重新 分 离 。 

Tener 等 54 分 别 用 DEAE-Cellulose #9 Ecteola—Cellulose 
树脂 以 LiCl 为 洗 腊 剂 分 离 了 Poly T 五 聚 体 ( 图 4 )。 yar 

FEDS RAW SEE BAD ii, Khoranal**) 进行 了 尝试， 
i AS BIE —_= ZEB EE HVE, Ze DEAE- © 
Cellulose 树脂 上 成 功 的 将 Poly T MEM IF ES, KAP 
PROD EO AS). HED BNET RS 


四 
ws ai ee 
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SARI #1 
图 4 ARLE RR Be 94 


(上 ) 树脂 : DEAK- ine ahs Cl-% 16.5 x0.9 厘米 。 
MERE: Su 1 PRS HE YEAR , VRE 1.2 BFt/Fo 

(下 ) 和 树脂: Ecteola—iatseatis C1- 型 8x 0.9 厘米 。 
Wee Hl: 所 化 锂 洲 液 递 度 洗 腕 法 ,流速 0.7 毫升 /分 。 
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图 5 ”多 聚 胸腺 喀 啶 权 苷 酸 的 分 离 图 潮 c5: 
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收集 液 数 


sume: DEAE- HERG COs 型 (4x 30 厘米 )。 


vem: 


三 乙 胶 重 碳酸 盐 (PH7.5) BEPRIE, TE 2~2.3 毫升 /分 ， 每 
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峰 2 产物 ， 
峰 3 产物 ， 
峰 4 产物 ， 
峰 6 产物 ， 
ke 7 产物 ， 
峰 9 产物 ， 
峰 10 产物 ， 
峰 12 产物 ， 
4 13 产物 ， 
峰 14 产物 ， 
峰 16 产物 ， 
峰 17 产物 ， 
峰 18 产物 ， 
ie 19 产 物 ， 
峰 20 产物 ， 
峰 21 产物 ， 
峰 22 产物 ， 


SPAR 3’ 5’ Sa RR RE er BES 
5 — ihe) BR Re RE BB ? 
主要 是 环 状 二 核 音 酸 ; 

直 链 二 核 背 酸 ; 

环 状 三 核 背 酸 ; 

R= ewe 

RAR GA BBS 

直 链 四 核 苷 酸 ; 
PRAGMA Ds 
ge KEES 

直 链 天 核 苷 酸 ; 

直 链 七 核 背 酸 ; 

TEL ZAK EF BE 

(ee UAE BE 

直 链 十 核 苷 酸 ; 

直 链 十 一 核 背 酸 ; 

直 链 十 二 核 苷 酸 。 


核 昔 酸 环 状 者 较 直 链 者 先 洗 腊 下 来 。 在 相同 条 件 下 将 第 一 次 分 离 
oe ill 6), BAB BAS, WH 52~ 
95%. 


最 近 ，8taehelin[los] 用 DEA E-Cellulose 进行 了 多 方面 的 


研究 ， 以 碳酸 氢 饶 为 洗 腊 剂 分 离 了 一 、 二 、 三 磷酸 核 背 (图 7 ); 将 
高 分 子 量 的 酵母 RNA AA 1 N KOH 在 28*0 水 解 24 小 时 ,水 解 


UIA ES, TET RH RAC 8 )。 有 异 构 体 


在 柱 层 析 分 离 不 清 的 部 分 ， 可 再 烃 过 纸 层 法 分 开 。 酵 母 RNA 的 
RNase 解 产物 , 也 可 用 这 种 条 件 分 离 , 得 到 单 、 二 .三 核 昔 酸 的 不 
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图 6 四 聚 胸腺 喀 啶 楼 苷 酸 的 再 分 离 cal 
”树脂 : DEAE- 崔 维 未 树脂 COZ 型 (2x 20 厘米 )。 te 
sal: =Z RB RB RHE10~ 15 EIU —K, SREB ante 


0.5 
VR EH BRC Ft) 


7 BRAD HD 


树脂 : DEA B-iHe MHS (230~325 ABTL) «0 
wees: NH,HCO, (0.01 M,0.05M, 0.1M, #10.15M 4 400 


毫升 ) pH 8.6 SB REVERIE, WEE 4 毫升 /10 分 。 


'-GMP 


, 路 2.0 > ‘UMP o-aMP | 
3 ay sudan a AMP 3'-GMP |?" 


3’°-CMP 3’-UMP 


eer As MePRR Hehe 


上， RHR: DEAB-He RUNS (50x 1 BOK) > 
a ye: NH,HCO,(0.01 M, 0.025 M, 0.05 M, 0.075 M, 0.1 M #1 0.125 
M 4% 400 29) pH 8.6 BERR. 
—#e 260 my 测定 ; 一 一 在 290 my 测定 。 
6.0 
Chiu ， : 
4.0 : 
号 
Pale BRIT) 
_ 


9 PARR RNA #4b BE RNase aoe eis OO ， 


。 PRR: DEAE-gaHtse URW 50 x 1 MK 
洗 腊 剂 : NH,HCO, (0.01 M, 0.24 M, 0.01 M, 0.2 M, 0.2M, 0.4M, 各 


、 400 毫升 ) pH 8.6 流速 3.85 毫升 /分 。 
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(AO). BER HR RNase 降解 物 用 单 酯 tS BE JS AR itd 
3'-p 后 , 仍 可 以 在 DEAE-Cellulose MIRTH’. 

Spencer 和 Chargaffcios 将 20 毫克 DNA 用 0.1 M H,80,1 
毫升 在 100*C 水解 30 分 钟 , 水 解 液 导 至 中 性 , 通过 工 克 DEAD 
Cellulose 柱 ,以 含有 不 同 量 氧化 鲁 的 0.01 M 醋酸 刍 艾 神 液 (pH 
5) 洗 腹 , 得 到 了 一 至 八 喀 啶 核 苷 酸 的 片段 (图 10)。 : 


洗 觅 液体 积 (毫升 ) 


10 DNA 酸 水 解 后 多 喀 喧 楼 苷 酸 的 分 离 


树脂 : DAEA- 徐 礁 素 树脂 。 
VERA: 氛 化 鱼 在 0.01 M BARRE 最 高 流 度 为 0.32 M 
(PH 5.0)。 


此 外 ，Davey[] 最 近 在 TEAE-Cellulose 柱 上 用 酯 酸 锁 稻 


whe (pH 4.68) FHM (pH 4.72) 洗 胸 分 离 了 了 5- 核 背 酸 及 


HAW. 

(四 ) BFARETR POLAT BT 
AMBER ROK, AAR MS TH 
HEM. HR TERME Rt IS Leb a PEE 
fly Fy wey, Ls — sy TSE, Smaillis(**) 将 Am- 
berlite XE-119 #@7e4t_ EL, #FAbHERR HCOO- 4, fb A,G,C,U 
四 种 单 核 苷 酸 清 楚 的 分 开 。 在 分 离 中 采用 了 两 种 推进 剂 ，3.8 N 
MATH U,G 分 开 ;但 不 能 将 0,A 分 离 ， CO,A 则 在 第 二 次 推进 
时 用 0.5 M 栈 酸 铸 (PH 5.0) 分 开 。 

(五 ) 测定 多 核 苷 酸 排列 的 工具 酶 及 其 特异 性 
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Jha yy * Pit A ij | 
和 一 “作用 极 慢 或 无 作用 
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we as . 
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(3 i 牛 脾 双 酯 酶 : 
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| eae @ ee 5’ AY EF BG : 
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TERE DS RAD ME PRES Ce Nit os Ce nS 
2. 酶 解 产物 
Fi 底 % 产 有 物 
+f RNasec73 MEER RIRHIR 3'- 喀 叶 核 苷 酸 
牛 脾 了 Nasers3 MEER =.’ me Pete 
牛 脾 RNaselss,681 MEME TPR EIR 2/- 喀 喀 楼 昔 酸 
OSPR IR © 2) Ie ete 
鼠 肝 酸 性 RNase!1273 ERR 2 4M eRe 
SSSR 2's ete 
蛇毒 磷酸 双 酯 酶 (1% so， 95) gy 45 re 5“- 喀 啶 要 苷 酸 
5’ RS 
+ PETRI IU as 543) BATE 3’ MBE SEER 
a ae 3's etre 
: 牛 肠 磷 酸 双 酯 酶 c43 ESR 3’ WME BEER 
a CREM 93s trRe 
a RERE 38'S RM 3'- 核 苷 酸 iE WR 
- 牛 精 5! erp mgt 5'- 核 苷 本 et wee 
有 蛇毒 5"- 槐 苷 酸 酶 ce 5-H et REE 
| MA 5“- 柜 苷 酸 酶 21 Bete St 
t PRUE AGES? BEEP BAF DR 
骨 磷 酸 单 酯 酶 cm pare Bet eRe 


a CA) 多 核 背 酸 的 末端 测定 ”Markham 和 Smith rz 提出 
RNA 未 问 可 能 有 四 种 形式 和 它们 的 检 出 方法 ; 


Beriey. 末端 形式 RAH | 
‘ 2’ 或 3B Fl RNase ME (92 48 312" ny SRS BF BD By 
认为 是 末端 。 hi 
Be AAA RNase 活性 的 提 炖 前 列 腺 “ 、 


单 酯 酶 处 理 , 后 以 碱 水 解 , 检 出 的 核 兰 即 为 未 
喘 , 但 有 二 种 可 能 : 末 喘 可 能 是 2 或 3 楼 昔 酸 
或 是 要 苷 。 为 证实 后 者 ,可 直接 用 了 碱 水 解 ， 


SRR BERR. 4E— 2 2 fF (55°C, 0.1 mews /ze5+ pH 7.63. 
We Fil RNase 水 解 得 到 味 哈 环 状 核 苷 酸 即 为 未 
， ui Wil et 


(uae ili ai aaa A a ia deed ce A N 
J ie A ; . A da Seg Ws a) wt ve 4 #} | + WAP we hye eee Wipe heen, Hy! ect ae ie . 
ee eee re ery LY po Jil fe : , \ 给 


} 


本 的 末了 可 雪 考 过 和 此 外 ， 由 于 -- 般 未 端 核 
埋 酸 的 特征 不 是 一 个 磷酸 单 酷 和 一 个 自由 的 状 基 就 是 存在 着 两 


“个 顺 位 的 自由 郑 基 ， 因 此 ， 告 可 用 化 学 方法 标记 末端 进行 测 
1, SOR ZR Khorana™ FRAP RIG rk sD 
BREE PEA at & BRET COC, FARE 
BS HE, ZB LE AS By : 
2. Awa Me A Khoranal*”) $8 yi — Fh ae dik Be 
AE, — Bh & te TF We HY BE BL fe DCC (dicyclohexyl 
carbodiimide) BHT THAT RIE, WEAR PI 
产物 。 | i 
a? | | 
a i ot 
ae OH, pee) oh 
ae poo k SJ xn, ono ee > 
LR sa ore 
O 
| 
O—p—on pen O—p—OH 
ed oA \on 1 


OH OCH, 


RERUN SRE TERRGE, FI) RNase 和 双 栈 酶 联合 降解 鉴别 未 端 。 
车 以 CH,OH—O* 为 甲 基 化 剂 ,对 未 端的 鉴别 更 为 容易 。 

8, RRA A Bem O's, Oy BRIA fir RIE 35 A i 
WBORARS, ANWR RG RIAL, LAR 
稳定 ， 在 pH 10.5 MNT, BS rea Cy, OC, “UAE 
基 呈 游离 状态 时 ， 可 用 此 法 鉴别 末端 ， 末 端 碱 基 可 用 颖 层 析 法 检 
HS 9), 车 末端 存在 2 或 SRR ART, ZC ARISE 
Jesh BL : 
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作者 将 此 方法 用 到 酵母 S-RNA AOA SREP LE, REBT 
次 降解 得 到 的 测定 车 果 与 用 碱 水 解 得 到 的 符合 。 但 这 种 方法 对 假 
PR ne We AL EF BU ABE FA??? , 

Dulbecco 等 cs] $2 Ht HAA ARSE x aco BU see A RE 19 FH 
HE, Ai RUMBA aM — a ese oR -8” 作 用 , 根据 测 
FEE A He PEA PRE, HAPS 4 Il J BB, 
RSET —PRERLR WME EE, PH kk OB OS® 
标记 物 的 方法 ,可 适用 于 二 核 苷 酸 。 

最 近 ，Young 等 6] 提出 pA, pApApA, pUpUpU 或 d- 
pOpCpO 在 二 异 两 基 碳 化 二 亚 氨 存在 下 于 PH 8 介质 中 葵 腕 可 与 
RYin 5'—p 作用 ， 得 到 807% 的 产 率 。 这 种 反应 在 与 s-RNA 作用 
时 也 得 到 相同 和 结果 《Ce 了 IN 也 一 pPGP……… )。 群 细 反 应 条 件 傈 无 报 
告 。 胡 等 发 现 1- 所 -2,4- 二 确 基 葵 在 4% 碳酸 氧 钠 溶液 中 与 大 
肠 杆 菌 S-RNA fe JA, DNP-H SG A7E s-RNA 的 末端 5 -磷酸 
”上 。 借 此 可 以 研究 s-RNA 的 非 接 受气 基 酸 一 映 核 苷 酸 的 排列 。 
(bt) 单 、 二 、 三 核 苷 酸 民 构 体 的 鉴定 ， 核 苷 酸 腊 构 体 的 鉴定 


Bop eee "Hi 了 vy aie 本 TY 人 | Maer ee . 


对 研究 核 疹 酸 排列 顺序 平 为 重要 FRB OH, 
1; 鉴别 末端 RS BH YB 
(1) 末端 无 3' 磷酸 单 酯 者 : q 
a. OEE AAT FRACS | 


6 eae AS A 


无 作用 


<4 | ay EMER 
P | 


Sy 
Bi cei! 

5! 
EEDA ASU Ne 


D-H 
b. FY DBR MF, SRE en DURE, 


3 


wn 小 ee | ates Ul 
Peep % ’ A aH OO 
» xX, He Te 


—— GF + 2! BR 3! A + 2" 5’ we 3", 5’ 


‘ie (3) 2). 4) Cs. as (3) 


c. 可 以 和 NalO, 作用 成 双 醛 化 合 物 : 
(2) 末端 有 3' 磷酸 单 酯 者 : 


a. A A A 


» 
a 


“FATE REIL is 
3 AY 
b. 碱 水 解 得 到 2 或 3' BHT EAE. 
c、 和 过 碘 酸 钠 不 起 作用 。 
2. 二 巷 昔 酸 异 构 体 的 鉴定 ”样品 车 为 ApOp 则 可 通过 下 烈 
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J 4 r t So vee 
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Wiig 


RR Fe ART HUN LER HG 3 -磷酸 。 

4 (2) 酶 处 理 物 用 过 量 的 NaIO, 氧化 。 

8) 氧化 后 反应 液 加 入 环 已 腕 , 层 析 分 离 ,根据 层 析 计 鉴 别 出 ， 
为 ApCp (图 11)。 溶 齐 为 异 两 醇 - 水 (70:30v/v) BINH, AR 
Bitte 


‘a 


证 az ave os = 一 一 PR “ 
Ee hs det oe ae ‘+. eS a Se an Ser SD 
人 


= 了 
ee a, 


11 “BHR DAHESE 
1= 样 品 APCP(A) 
2= 样 品 径 苹 狂 单 酯 酶 处 理 后 ( 卫 ); 

”3= 切 去 3- 磷酸 的 化 合 物 与 NaIO: 作用 产物 (C)， ¥ 
eg Mig Sith) NalO,; 
4=NBLEWDSHORRMEB: 
(E) ARR Se -3’- BE, 
(CF) 为 胞 路 啶 碱 ; 
5 = Frye ROR Be —3’ PS RR(G) 5 
6 = trie Em (1). 


氧化 后 产物 也 可 以 不 加 大 环 已 胺 而 在 PH 10.5 稻 冲 液 中 保 
Ya, res wt), | 
3. 三 核 昔 酸 异 构 休 的 鉴定 ”样品 车 为 GpApU，ApGpU 可 
HLF PUSS ES BI: PE PRES RE WS EE A, DUR HERE 
， 核 音 酸 作对 照 进 行 层 析 分 离 鉴别 。 层 析 推 进 剂 为 正 丙 醇 一 N 互 :一 
水 (60:30:10)( 图 12)。 


1s 
—, 
ee 
, > = — 
ss I 


see 


FRE it LS GAL HB Js iv eT PT SRA PR: 


‘ 大 好 严 
, , ¢ 天 
, ‘ 天 天 
太 . 严 7 
¢ , ¢ 
六 FF 7 
7 7 7 了 
‘ 7 天 
7 大 , 
. . ‘ ca 
*¢ 7 s Fr 
s ca a 


Ha BT RIE AD BT PE (1) (2) BUY 2 EP, Fe BD ETE 
TEAS AEE DUE SRA a, RR RO A 3 -磷酸 
BY, FU SG FABRE Ds 3’, Ft bk HAE Hl. 


12 GpApU 与 ApGpU 和 经 蛇毒 磷酸 双 酯 酶 处 
SME hion am 

工 = 样品 GpApU(A); ake | 
2=5’-UMP(B), B’-AMP(C), G #4#(D)3 : 

3= 样 品 ApGpU(E); ae 

4=5'-GMP (F), 5’-UMP(G), A 核 音 (H). 

sk, Rushizky 等 [al s¢gniy grat THER: RNA #¢ RNase 
T, MRR AIA, SRR RRA YA. 

A, ABERHKAAR “根据 一 种 化 合 物 的 光 谢 性 质 特点 ， 
鉴别 化 合 物 的 和 车 构 是 广泛 应 用 的 一 种 方法 。8taehelinti5 全 在 
0.1M NH,HOO, (pH 8.6) 和 0.1N HOl (pH 1) 沙 液 中 进 
49 ApCp, ApUp, GpCp, GpUp 二 核 苷 酸 异 构 体 紫外 吸收 光 


er， 它们 之 间 具 有 显著 差异 ， 借 此 可 以 鉴别 二 核 dup ice 
a 的 结构 (图 13). 


ApUp 


260 300 260 300 22 OK 
图 13 二 核 苷 酸 的 紫外 和 线 吸收 光谱 19%? 


—— 0.1M NH,HCO, pH 8.6; —~-~- 0.1N HCl (pH 1.0). 
TU. t7 OR Fe 


ESE FA HEI TB, AAT RNS) BS DB AR 
Mies FASE OR BE A FE SEE AS TEKS RR, AE IE I 
SPRUE, TERRE — Be 2) PAE DE UM FF A AB 
距离 。 目 前 仍 处 在 找寻 适宜 方法 的 阶段 。 因 为 核酸 的 粗 成 比较 简 
单 ,各 核 苷 酸 均 通 过 同样 的 磷酸 双 酯 键 相 连 ， 彼 此 间 差 异 极 小 , 如 
” 仿 河 缺少 能 破坏 一 定 类 型 键 的 专 一 性 强 的 酶 制剂 。 因 此 ， 需 要 付 
出 更 大 的 力量 来 克服 这 些 困难 。 
研究 多 核 苷 酸 的 分 离 和 排 烈 顺序 ， 均 需要 适宜 大 小 的 多 核 萌 
酸 片 段 为 材料 。 从 降解 丰 手 分 离 出 十 个 核 昔 酸 以 上 的 片断 脊 难 做 
到 , 究 其 原因 ,可 能 在 选择 降解 方法 和 条 件 时 存在 问题 ; 或 由 于 核 


so oy Sey 
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Nie ’ , ¥ oes { : a } 
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GA Le A RTA ET AR ATES 
RI Ae SEE A EE De Ha A 9 
在 每 区 降解 未 端 时 ， 如 何 保持 原 RNA 链 不 断 要 则 是 一 个 关键 间 ， 


题 。 在 降解 条 件 以 及 RNA 的 收回 等 步 又 上 也 均 需 要 进一步 研究 。 


多 核 苷 酸 异 构 体 的 光 性 性质, 目前 研究 的 傈 少 ,通过 光 讲 表现 | 
的 特异 性 来 鉴别 多 核 昔 酸 的 排列 ,是 最 简便 的 鉴别 方法 ,这 种 方法 


将 具有 一 定 的 发 展 前 途 。 


此 外 ,研究 核酸 的 一 毅 粘 构 ， 对 样品 的 纯度 要 有 一 定 要 求 , 目 


前 制备 分 子 均一 的 核酸 舟 存 在 相当 困难 ， 故 在 核酸 的 提取 与 纯化 
等 方面 均 需 要 进一步 改进 。 
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Be fie Ae Ax We BE Ve TSN SK: 

(一 ) 核糖 核酸 酶 ”这 类 酶 作用 于 核酸 的 内 磷酸 双 酯 键 .对 不 
同 碱 基 有 选择 性 ， 如 以 嗓 哈 单 核 背 酸 ， 或 喀 啶 单 核 昔 酸 为 主要 产 
ty WME LOSES 3 碳 原 子 上 (以 下 简写 为 3'- 酯 ， 
划 他 位 置 以 相应 的 数字 表示 )， 或 2 ，3'- 环 状 磷 酯 ， 以 及 2'- 酯 等 。 
产物 中 除 单 核 苷 酸 外 ,还 有 大 小 不 同 的 片段 ( 寡 核 董 酸 )。 

(=) 磷酸 双 酯 酶 ”这 类 酶 作用 于 核酸 内 磷 酯 键 ,或 从 最 外 端 
开始 逐个 切断 核 苷 酸 问 磷酸 双 酯 键 。 产 物 都 是 单 核 背 酸 ， 磷 酯 键 
的 位 为 5- 或 3'- 脂 。 

(三 ) 磷酸 单 酯 酶 ”这 类 酶 专门 切断 核 音 -3'- 杰 及 核 背 -2- 磷 
或 较 大 片段 核酸 的 未 端 3!— BEBE BE. 

=. PK PE KB hig 

(—) 牛 胰 核糖 核酸 酶 (简写 为 牛 胰 RNase) 1940 年 Kuni- 
bat?) 自 牛 胰 首 先 用 硫酸 贸 分 段 沉淀 法 提出 RNase My hh, Best 
化 学 观点 ,此 酶 萤 无 间 题 是 单一 纯 品 。1953 年 Hirs 47°) 用 离子 
交换 剂 Amberlite IRC-50 x E-64 将 RNase 和 结晶 分 成 A,B 两 
个 部 分 ，A 占 绝 大 部 分 ,如 图 1 。 此 后 人 们 利用 各 种 离子 交换 剂 、 
电泳 等 新 技术 分 离 提纯 RNase, 1959 年 有 人 利用 OMe 64 


on 


Dl 


酶 活性 (Kunitz 单位 ) 


60 100 140 
人 Be BE He RR hg 
| 图 1 RNase 在 IRC-50 # hye eee ae 
me 来 分 离 千 晶 RNase， 得 出 4 个 有 活性 部 分 。 AIAN i 
banat RNaser ”分离 后 , FF5 POD, (A585 1 部 分 无 活性 。 | 
他 们 的 工作 只 限于 将 RNase 分 成 4 个 或 5 个 部 分 ， 表 示 RNase 
蛋 自 的 非 均 一 性 , 卉 未 深入 到 RNase te SA t 
PE WEA PE. 4 q 
; 1957 年 Hakim"*)¢% Hirs 等 法 先 用 IRO-50 将 gu 不同 in 
。 源 的 商品 RNase SASH ALB 两 部 分 ， 从 中 分 析 A，B 各 部 


K1 4 种 了 RNase 中 AJB aE aaa Wan ge 


x eae ee ee 
克 分 子 /100 克 分 子 


阿 摩 厂 出 品 原 酶 1.2 16.7 eR 


180 


Bat A oe 1.0 16.7) / 1866 
Beets: B 一 1.8 |) i 
BR AS EL HD 一 0.9 16.0.) eo. 
| A 一 0.8 16.8 48.2.9 
er Bo 一 9.8 one oo) iar ae 
GIL 1B Bh DR 人 1.0 16.99) 2 41866) 
: A 一 0.7、 eae 18.1 
i B pe 10.8 9.2 0.8) 49 
Hee ae HG Hh Da 一 1.0 17.1 18.2504 
Nap | 一 0.9 17.5 1882.8 
B 一 13.3 13.0.) a 


4 PERM D Oe ly gi ep hye, yd he) AT SRE ae Sah RS, Wher’) r i 
YA a Bilis vA Vath ay aN aay ‘if i " ih ay pd las ih hed ‘a Hames beg el a 
qi TY i: i Pe Ny AES AY a ar bie Het) 
’ » ; ) ‘aby : 7 \ it se 


&§ eRe Reeth BE, 比较 后 得 到 一 个 初步 结论 ,他 认 
为 RNase A 的 降解 产物 中 以 胞 核 背 酸 、 尿 核 背 酸 最 多 ,篇 核 苷 酸 
极 少 ,而 RNase B 的 降解 产物 中 以 岛 核 背 酸 比 RNase A 的 多 10 
倍 , 如 表 1。 
Ah 了 这 条 和 线索 后 ，Hakim Akg 用 磁 狂 电泳 法 将 RNase A 及 
: 双 分 为 RNase A,，A,，B,，B，。 4 个 活性 部 分 bstsl。 在 不 同 来 
“Wits RNase 中 它们 所 占 的 比例 不 同 。 从 所 降解 的 核酸 产物 来 看 ， 
“ABBA MMH: RNase A, 及 A, 释放 喀 喧 单 核 音 酸 多 些 ,对 
AEE PRR TARR OEAT IEHHe, RNase By 及 B, 释放 嘎 哈 核 首 酸 多 
些 ,对 顺 吟 环 状 磷 酯 键 有 高 活性 ,如 表 2 。 


#2 RNase A, A,B, B, 降解 核 酸 时 释放 单 


Ay HE EY 3 ON 
| Re 060 OER RRC ERE 
inte (充分 子 /100 达 分子 ) 

a | 17.4 17.3 0.8 0.8 
A,’ tT i) ee ey 0.4 
B, 13.5 14.8 6.5 1.5 
B, ‘ 13.4 12:3 6.8 8.2 


___ Staehelin'**1)j RNase 降解 酵母 核糖 核 酸 后 ,用 DEAE 
蕉 素 树脂 分 离 产 物 ， 得 到 以 喀 啶 单 核 音 酸 及 以 喀 啶 为 未 端的 片段 


等 ,如 表 3 。 
%3 RNase 降解 酵母 枝 酸 后 产物 的 分 布 8] 
ME —-exiem | = Rw + B 其 ”他 
Cp ApCp ApApCp ApGpCp ApApApCp 
Up ApUp ApApUp ApGpUp 
GpCp GpApCp GpGpCp 
GpUp GpApUp GpGpUp 


从 表 3 看 来 ， 对 于 初步 观察 核酸 分 子 中 核 昔 酸 顺序 情况 已 具 
备 有 利 的 条 件 。 作 者 已 用 这 个 方法 在 TMV-RNA 的 降解 方面 。 所 ， 
得 千 果 留 在 关于 酶 解 TMV-RNA 的 进展 部 分 再 训 。 
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关于 RNase A kB 的 特异 性 还 有 一 些 报导 , mS 


酸 中 喀 喧 粗 分 含量 减少 , 酶 解 速度 就 变 小 [42]。 ay PENSE “FG RN- 


a8e 对 于 无 喀 啶 核 粳 核 酸 却 仍 照 样 降 解 。 作 者 推测 RNase 中 除 q 


— ARB, aA AIEEE MO IUISAS, PE yrath RNase 可 降 


解 ,无 旷 啶 酸 , 而 A 或 B 及 A + BKM RE. 


(=) 核糖 核酸 酶 T, 及 T。 核 狂 核酸 酶 的 来 源 不 限于 牛 胰 ， 


关于 曲霉 菌 制剂 中 所 和 纯化 的 核糖 核酸 酶 (通常 称 为 RNaseT， 及 
T,), 已 进行 了 较 深 入 的 研究 。 

Sato 与 Egamic* 自 曲霉 苗 制 剂 中 提取 核糖 核酸 酶 后 ， 双 从 
其 中 分 离 出 耐 热 的 部 分 。 一 是 Ty 为 主要 成 分 ,一 是 ARs, 


每 100 克制 剂 只 能 提出 工 毫克 人,。 丙种 酶 的 适宜 pH: T, 在 pH 


7.5, T, 在 pH 4.5, 各 有 显著 不 同 的 特异 性 .如 下 降解 核糖 核酸 


后 ,产物 为 高 音 -3'- 磅 酸 (G-3'-p) 或 以 高 核 萌 酸 为 未 端的 片 妥 。 eB 


BESET RAE He DLT STE WL EAS WE ERR DR BEB, HE 
形成 单 核 音 酸 或 片段 (如 图 2)。 尤 其 合 人 感 兴趣 的 是 :对 牛 胰 RN- 


ase 所 不 能 降解 的 核糖 核酸 “ 心 >(RN 4 core ”) 部 分 奏效 。 这 个 部 


DERBI, RNase T, 的 其 他 性 质 与 牛 胰 RNase #3 

近 , 也 能 被 乙 二 膀 四 栈 酸 (EDTA ) 活 化 ,被 位 、 钙 等 离子 所 拖 利 。 
RNase Ty 能 水 解 核 糙 核 酸 中 的 饲 苷 酸 与 其 他 核 普 酸 间 的 磷 

酸 双 酯 键 成 G-3-p， 也 能 将 H-2’, Vp BX, 3p gemey 


H-3'-p, X-3!—p*, (ARAB IK AE A-2', 3p, FY AE Ay FEMA Ep 


上 第 6 位 置 上 是 羟基 或 酮 基 时 ，T， 才能 作用 如 下 : 


OH OH 
ey \ —NH, Ae 
EL? > 
2 
H,N% ‘N’*N’ HO” ‘N**N 
H H 
EUR 7 Ba OR My 


* XARA , HCH HES, 


aN; 
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H H 
RNR Pees cu 


能 降解 腹 人 所 的 RNA 可 以 证 明 上 述 这 一 特异 性 c9 如 图 2: 


am al ts 
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‘2 RNase T, HIRI RNA 降解 方式 


RNase T, 及 Ty, SFGME ME AL BEAR HY HE La , Th 
PATE PL TEM i RL ERE AIA, iT. PERI RES 
快 cs]。T， 降解 核糖 核酸 后 的 产物 以 腺 苷 酸 为 未 端的 片段 最 多 ,但 
没有 腺 味 吟 单 核 昔 酸 。 所 以 推测 纯化 的 Ts 是 专门 切断 核糖 核酸 内 
部 腺 昔 酸 和 其 他 核 苷 酸 问 的 磷 酯 键 c29。 虽 然 如 此 , T。 对 腺 苷 酸 的 


特异 作用 ;还 需 再 进一步 在 无 顺 吟 酸 上 诈 明 。 从 最 近 的 查 料 看 来 ， 
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”RNase T, 及 T。 对 于 研究 核糖 核酸 的 化 学 辣 构 是 很 有 用 的 。 例 | 


如 RNase T, MF SHETET REO RR Se 
Rest, WIE ROB TRAE. AARNE 呈 
s-RNA"*}, fi s-RNA fyilJoP OLE EA RI eS 
RNase T, 能 将 全 部 饲 苷 酸 的 磷 酯 键 切断 ,但 对 甲 基 衔 生物 的 磷 酷 ， 
键 不 能 切断 。 同 时 这 也 证 明 T, 确 只 能 降解 6- 羟 基 或 酮 基 叶 啥 的 
PTR, 而 第 1, 2 位 置 上 还 不 能 有 其 他 基 团 取代 , 如 6-OH-2 = © 
甲 基 氨 基 嘲 啥 及 1- 甲 基 岛 便 呀 吟 等 都 不 能 被 Ti, 所 降解 。 
Jl RNase Ti 降解 s-RNA 后 初步 千 果 可 得 出 下 面 的 规律 :， 
3’ ,5'-[p(Xp).Gp(Gp)a(Yp)s]—> 
3’,5’-[p( Xp), Gp] +nG-3’—p 
+3',5'-(Yp), 


只 有 在 2 TDLEAU BERRA TE ent, abe TL TR 


音 酸 ,否则 少 于 2 PY, ABI RR DL PR a BE 

最 近 RNase T, 被 利用 测定 酵母 中 s-RNA 的 未 端 5 个 核 音 
酸 的 顺序 css]。 先 使 较 纯 的 s-RNA 和 Cite HA, RAB 
RNase T, MEfR, A TERET EE (Sephadex G-50) 及 也 BEAEE 


|Sp| ApCpCpA 。 从 而 不 仅 解决 了 第 4 PUP RAE A p 9 
疑 团 ,更 确定 第 5 未 端 为 Gp。 利 用 过 碘 酸 测定 未 端 核 昔 酸 时 ,对 于 
s-RNA 的 第 三 未 端 从 很 难 确定 9。RNase T, 在 解决 s-RNA 
的 车 构 方面 具备 了 优越 性 。 

RNase T, 及 牛 胰 RNase 斌 有 不 同 特点 ,有 人 就 想到 将 这 二 
种 酶 降解 一 种 核酸 。Reddirs 用 两 者 各 降解 同一 TMV-RNA 后 ， 
产物 如 下 : 


RN 
RNA———5Gp + ApGp +--+ 


RN 1 
RNA————>Cp + Up+ApCp + «+++ 


+ | Gp 是 根据 RNase T, 的 规律 性 而 作 的 推 花 。 
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5 mR S ALAIN, LO OER 
th 一 物 如 图 3: 
Bi. . |. 

Ry RNase 1 
} ( 牛 胰 ) adulacacdaui@ uulc AACG AdadaA 

+ 


4 RNase T, aicu Acicic AuGiv UCGIAACGIAGICA 
. 
UIAGIGIC 


RNase 1 
ki RNase T, Gye 


sina 中 6 4 AG oA 


图 3 RNase T,% RNase 1 XH RNA HAR” 


By ETRRSRES BUREN S FUG. FT DUB T RRR 
“JE. Bl AGGO 中 是 GAGC 还 是 GGAC, Ji RNase T, 就 可 以 知 


道 是 AGGC, BRIE AM Ke AER RAR, Ahn 


ase Tiff Fl, 1 G|CUAG|------ 424 AB} Ly G|C| U| AG]. ii 
i, MRP AGGC|GO|U| AU | tak GC|U|AGGC|AU], 
RNase 1 切断 方式 仍 相同 ， 但 RNase T, 切断 方式 已 不 同 ， 产 物 
就 变 成 AG1GCGICUA U.…… ,不 是 原来 的 QICUAGIGICATU 
Ghee TS, AI Tee TRON ARH, 

(=) 其 他 来 源 的 核酸 酶 ”自从 Cuningham!*) 4545 ek 
培养 液 中 发 现 核酸 酶 以 来 ， 在 提纯 方面 及 从 不 同 菌株 中 寻找 核酸 
酶 有 一 些 工 作 。 

Reddit) 发 现金 黄色 化 腑 小 球菌 变种 的 核酸 酶 降解 TMV- 
RNA 时 ， 产 物 的 规律 为 : (1) 大 部 分 是 呀 啥 或 喀 啶 -3'- 核 苷 酸 ， 
(2) 其 余 是 二 核 昔 酸 ,(3) 对 叹 哈 或 喀 啶 环 状 磷 酯 不 起 作用 。 

Hilmore 等 自 一 种 固氮 菌 中 分 离 出 一 种 核酸 酶 ?4 ,对 核糖 
核酸 及 腊 氧 核糖 核酸 都 可 降解 。 狼 过 硫酸 钱 两 次 沉淀 及 柱 层 析 等 
步 又 后 可 提高 活性 30 余 倍 ， 比 活性 达 1000 单位 ， 降 解 腺 苷 酸 高 
聚 物 (Poly A) 时 产物 中 没有 单 核 背 酸 或 核 昔 存在 。 说 明 此 酶 具有 
切断 内 部 磷 酯 键 的 特点 。 产 物 以 二 ,三 核 背 酸 片 假 最 多 。 由 屿 毒 双 
酯 酶 降解 其 产物 ,全 部 为 也- 单 核 背 酸 , 不 含有 核 苷 及 核 苷 二 磷酸 。 


wo Of = 


着 明 这 些 片段 都 是 以 5'- 磷 酯 为 未 端 的 。 从 制备 或 生产 忆 - 单 核 背 
酸 的 角度 来 看 ,此 酶 是 有 烃 济 价值 的 .更 有 兴趣 的 是 此 酶 对 尿 音 酸 ， 
BRO MRE WMT A Roe Ne SRR RIG 
(EFA. TRE Se PRY, WF 4 。 

#4 Bi AR te oy Ra ak BB UM 


= op KM He ie he EH 经 NaOH Aste 
( Hi 4 fir ) (au M) 
Bx 0.43 0.052 
TR 4.3 0.040 
胞 12.9 0.006 
B 12.9 ”很 难 发 更 


从 上 面 烙 果 看 来 ， 此 酶 对 腺 苷 酸 的 磷 酯 键 有 特异 性 。 可 惜 没 “ 
有 用 核糖 核酸 的 降解 产物 来 证 明 。 如 果 此 酶 趴 具有 对 腺 嗓 喻 作用 
的 特点 ,又 是 专门 从 内 部 切断 磷 酯 键 , 那 未 对 于 核糖 核酸 烙 构 问题 
“ 双 会 大 大 推进 一 步 。 

从 并 老 素 链 霉 菌 的 菌 冰 体 中 也 全 提纯 卫 Nase5 约 ,其 性 质 与 曲 
AP RNase T, 相近 ,专门 切断 高 苷 酸 的 中 - 磷 酯 键 。 对 核糖 
核酸 “ 心 ? 也 能 作用 ,不 过 放 不 能 完全 降解 ,不 能 切断 的 部 分 仍 是 以 
BEA HAMM SRE. MMT PEARSE, pH 5.6 By 80°C 5 
分 钟 不 失 活 性 , 100°C 10 4 SP-RATH PEL 10%, Ht 
从 微生物 中 寻找 新 的 特异 酶 是 很 有 发 展 的 , 1959 年 久 前 的 文 
| APB RNase T， 外 ， 人 肖 看 不 出 微生物 的 核酸 酶 重要 性 。 
1960 年 以 来 这 方面 发 展 很 快 。 从 微生物 中 寻找 新 的 工具 酶 的 潜力 
很 大 ,方法 及 来 源 都 比 从 动 植物 组 答 中 提取 要 简易 得 多 。 

还 有 人 自 大 肠 杆菌 核 胸 微 粒 中 提出 核酸 酶 7] 对 6- BIER 
酸 ( 腺 味 哈 及 胞 喀 啶 的 核 昔 酸 ) 降 解 速度 机 比 对 CREE CB 
便 味 啥 及 尿 喀 啶 的 核 苷 酸 ) 快 5 倍 ,因此 在 降解 初期 , 腺 嘎 哈 、 胞 喀 
啶 多 于 篇 便 嘎 哈 和 尿 喀 啶 。 

菠 荣 中 也 全 被 提出 核酸 酶 5] 专门 降解 单 核 音 酸 的 环 状 磷 
meet. 


天上 这 些 酶 都 是 属 大 性 核酸 酶 ,从 和 肝 中 找 出 一 种 核酸 酶 4， 
ii st pH 在 5.7 至 7.8。 可 将 A-2’ 区 打开 ， 成 为 A-2-p， 
物 中 没有 A-3'-Pp。 
另外 有 人 报告 提取 栈 的 方法 不 同 ,分 离 出 的 酥 部 分 也 不 同 ol 
例如 用 0.25 N H,SO, 提取 和 牛 胰 中 RNase 时 ,在 IRC-50 层 析 图 
谱 上 表现 出 两 个 峰 ,如 用 磷酸 权 冲 液 或 芒 糖 液 等 提取 ,可 分 出 3 个 
峰 来 。 不 论 牛 胰 、 鼠 胰 都 得 同样 烙 果 。 不 过 直到 现在 还 未 看 到 进 
一 步 报告 第 3 个 部 分 的 酶 在 作用 方式 上 与 其 他 两 者 有 何不 同 。 
。”“( 四 ) 核糖 核酸 酶 对 烟草 花 叶 病 毒 核糖 核酸 降解 Reddi 用 
RNase 1%} TMV-RNA 降解 时 5 没有 发 现 产物 中 有 GpCp, 而 
ApGpCp @ Bim. 
Rushizky 4:7] 7 RNase ld 降解 三 种 不 同 株 MYV-RNA 后 ， 
找 出 酸 洲 部 分 与 酸 不 溶 部 分 中 核 苷 酸 含 量 的 百分率 是 相近 的 ， 三 
个 菌株 的 差异 表现 在 核 苷 酸 顺序 上 ,如 表 5 。 
#5 RNasel 降解 三 种 不 同 株 TMV-RNA 


Je By ao 
‘ TMV M HR 
Ge |. (微克 /毫克 RNA) 
Up 125 125 123 
Cp 81 80 78 
GU | 56 55 62 
AU 53 51 47 
AAU | 27 26 17 
AGU 21 21 15 
GGU 14 13 20 
AAC 12 12 17 
(A,G)U 17 18 23 
(AG,)U 12 12 7.2 
(AG, )C 14 15 10 4 


* LRAT AME HMI] | 
Staehelintss] 也 用 RNase 1 降解 TMV-RNA free Ig 
Reddi 的 稍 有 不 同 ， 与 Rushizky 等 的 结果 相同 ， 即 Reddi 未 发 


lef AR 如 AN 
a + Ue tay { * 
2 AAA 全 
站 50h, rar Wes a reas? 
we : re 
yo ae A, 


sity GpCp 作者 已 找到 ，ApGpOF SKK Reddi Hew 
样 高 如 表 6 ° 7 


#6 RNasel &#@TMV BR TYMV* ete E 
Ph hae ROM 


TMV TYMV 
ae 核 Ff 本 ( 占 总 核 背 酸 百 分 数 ) 


Bi oy ep | 8.05 22.8 
be Up 12.8 13.2 
¥ ApCp 4.6 10.2 
ae GpCp 4.1 8.0 


.* © se 

yt. $ 8 。 
°. 二 全 

6 

oi 

A 


jy GpApCp 1.72 2.7 
. 4 ApGpCp Peek Ph 2.7 


村 + HENS. 
a 注 : 此 才 只 采用 Taare ; 


P 此 外 降解 条 件 不 同 , 影 响 了 产物 的 分 布 。 如 在 DHL 7.0 BERR 
。。。 冲 液 中 18 小 时 与 在 PH 8.6 三 甲 基 人 氨基 甲 柑 模 冲 液 中 75 分钟 产 | 
ey ~ teh dali ia is ai anak : 


By KT 不 同 条 件 下 对 酶 解 产物 分 布 的 影响 [9 
a | a ae 实验 3 


(5 ERIE) 


Cp 和 你， 8.3 8.5 
Up ry 17.2 12.8 12.6 

Ap ; 
cp 


ee a sce 1, pH. 7.0, 0.1 M 磷酸 艘 冲 液 , 18 小 时 ， 37°. Reta 
‘ tS SR 2, pH8.6, 0.1 Cay ley 75 分 钟 ， 37° 
ae | SiR, PH7.7, th RH. | seh 
EE SER ER FT SRL Bet 

ee 

iu | 
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a va ) 蛇毒 磷酸 双 酯 酶 ”蛇毒 双 酯 酶 的 纯化 问题 主要 是 如 合 
站 与 5 梳 背 酸 酶 的 分 离 。 自 从 Cohn 和 Volkin 发 现 此 酶 有 将 RNA 


x 6} 3 磷酸 酯 没有 作用 以 求 ， 还 是 有 人 认为 它 能 降解 核 背 -2 ,3'- 环 
状 磷 酯 ,很 慢 地 变 成 核 苷 -3'- 磷 酸 。 
g WARE, 如 腺 昔 酸 的 或 胸腺 吵 喧 多核 昔 酸 作用 后 ,都 得 
核 背 -5'- 磷 酸 或 腊 氧 核 苷 -5'- 磷 酸 C9。 守 核 苷 酸 无 未 端 5 -磷酸 者 
| 也 能 被 此 酶 降解 ce , 但 速度 较 慢 。 最 近 Razzell 等 证 明 , 蛇 毒 双 
酯 酶 水 解 TpITpT 的 速度 只 有 pT pTpT 的 1/202 
一般 认为 含 3- 磷酸 为 未 端的 多 核 彰 酸 不 能 为 蛇毒 双 酯 酶 所 
降解 四 ,但 这 种 抗 性 不 是 存 对 的 ,如 果 将 双 酯 酶 浓度 提高 1000 48 
降解 依然 能 进行 c。 
Razzell 等 527] 发 现 蛇 毒 双 酯 酶 有 如 降解 气 基 酸 间 肽 链 的 次 肽 
AE FA, PI D1 NS 得 5- 单 核 苷 酸 ， MLA TU OUR 
‘oes tal 


ma ter) D, ; Rana, oR, 


2 3 
Fone; |)  P PY? 
Pent © ay 7 Sa 


A 
Ts), Bef T, 
+ —OH . 
PN) yy 
/人 \_owtou !_p 


aT WBE ILRI HS He ARS I~ I — i 
St, 用 pT pT pC 来 证 实 。 如 果 最 初 产物 是 T-5'—p 则 表示 酶 无 专 
一 性 ， 如 果 在 产物 中 首先 有 Q-5-p， 则 表示 酶 有 专 一 性 ,结果 如 
这 


HO~ 一 > HO 一 十 —OH 


4. 


--CH,OH —CH,OH 一 


Fit KR 


切断 的 位 置 | 一 OH + 


A —CH,0OH 


ek 5'- ALERT, HED ABRAMS 5’ WERE, 


O 
Peis 
HO— p 
AN 
OH 
R, (0.22) 
2 二 0.08uM 
O 
5 + 0.06uM 
O 
15 —-.0.044.M 
党 O 
’ Std prpT pC pr 


Lab ener se pT pC, 证 明 此 酶 确 是 自 3’-OH 处 加 
磷 酯 键 , 而 不 在 5-p 的 一 端 。 4 
Laskowski 50") C1 i435 MGB BB 294 i Wee Mt | 
氧 核 精 核 酸 酶 和 5- 核 昔 酸 酶 ,逐个 切 下 5- 单 核 董 酸 ,而 不 形成 其 
他 如 核 苷 等 。 不 过 他 所 用 的 是 觅 氧 型 的 寡 核 背 酸 ， 至 于 能 理应 用 
在 大 分 子 核酸 上 还 不 知道 。 


目前 已 知 蛇毒 双 酯 酶 降解 多 核 苷 酸 的 规律 如 下 司 ]: 
1. 一 妇 有 磷 , 则 自 对 倒 末 端 开 始 。 
(1) 带 5- 磷 酯 者 。. 中 an 
By B B | fare 
: < BR | 再 al 了 
Be. \ Nee 
P if 让 ‘ 下 r | 
oN NewN No NON 
(2) 带 3’-WEBE Ho 
- 52 = 


P EIN TPG EY) Sa 
Ba NN aah 
2. 两 端 无 未 端 磷 栈 , 则 自 3-OH 的 一 端 开 始 。 


ee ee fre 
a a ait 
we 7 ] 


Se 
ORE ae > ree a tp 
P aah Mee | P Pei ae 
ips ach Sa TARA a 
3. BN As AMAT £1 5-b 的 一 端 开 始 。 
C8 oR 


| Se Baie in ry \ 
P 了 卫 P PP P 
SS BoM A 


EF 1 (1) 还 有 不 同 襄 法 , 按 Razzell WER, hi wea 
解 带 3- 磷 酯 的 可 能 1。 但 有 人 认为 增加 酶 浓度 ， 也 能 进行 降 
fe?) 

(=) 牛 脾 磋 酸 双 酯 酶 ”Hilmore 最 初 自 牛 脾 提 出 了 双 酯 
AO), 发 现 其 降解 方式 与 蛇毒 双 酷 酶 相反 cs]。RNA 烃 此 酶 作用 
后 ,产物 为 3'- 单 核 背 酸 ,但 对 于 带 5/- 未 端 磋 的 核糖 多 核 背 酸 是 不 
作用 的 cs9。 近来 也 发 现 这 种 情况 不 是 契 对 的 ,与 蛇毒 双 酯 酶 一 样 ， 
增加 酶 浓度 许多 倍 , 也 可 进行 较 慢 的 降解 ,不 论 牛 脾 或 蛇毒 中 分 离 
出 来 的 双 酯 酶 ,对 嗓 哈 或 喀 啶 硕 基 都 无 选择 性 。 

近来 Razzell 3) 的 实验 臣 明 牛 脾 双 酯 酶 提纯 240 倍 后 ,对 
了 -OH 的 核 昔 酸 片段 表现 出 逐个 切断 磷 键 的 作用 ， 如 对 TpTpO 
的 降解 见 表 8 。 


8 牛 脾 双 酯 酶 对 TpTpO 降解 方式 Cj 


TpTpC TpC Tp a 量 
(267 Mu Jes He) mae 
4.0 0.84 0.56 O 5.9 
3.1 1.0 0.80 0.15 S48 
2.1. 1.6 0.91 0.22 | 5.7 


此 酶 对 核糖 核酸 “ 心 ” 完 全 降解 ,产生 3! — EP, ME RL 
程 不 象 其 他 核糖 核酸 酶 先 形 成 2 ,3'- 环 状 磅 酯 键 的 中 间 产 物 。 另 
外 对 A-3'，5-U 可 作用 ,对 A-2 ,5-U 不 作用 。 ey Sa 

iris 3 5 4 OP A ER PEASE, ARTE 
如 何 发 挥 外 端 核酸 酶 (exonuclease) #f 4} AYR OB EMRE HIE 
用 。 如 果 能 找到 较 好 的 井 且 对 大 分 子 RNA RAE AIR 
ma RNA 分 子 上 其 他 部 分 的 外 端 核 酸 酶 ， 那 未 对 于 核酸 灶 构 的 了 
解 就 会 大 大 加 快 了 。 
现在 将 这 两 种 酶 在 核 攻 酸 片 恨 上 的 作用 考 式 糙 合 示意 如 图 于 


OL STS SR bed Sc EPA 
Boye. 3 P P| py aaa 
r, ys * a NY RN 
ae 极 慢 或 不 作用 I aur 快 
3/-AMP 5’/-AMP 3/-AM 5/-AMP 
3/-UMP U-3' ,5 一 一 磷 A-3' ,5'- 一 磷 “” 5-UME 
) ae | 
<5: 单 酯 酶 1 3/-A MP 
Beet pes fo ON >-UME 
wae) et Pe P 
AN my ~~ \ Ps \ i AN 
”二 者 都 极 慢 或 无 作用 
I 牛 脖 双 酯 酶 Il RES: SRE Be 


图 1 和 牛 脾 及 蛇毒 双 栈 酶 作用 方式 示意 图 
有 了 这 两 种 酶 ， 在 鉴定 工作 上 已 烃 可 以 顺利 地 解决 了 片段 上 
未 映 问 题 , 如 果 擎 握 了 它们 的 外 端 核酸 酶 部 分 ， * Be Eee mem 区 
序 问 题 就 可 以 准确 地 解决 了 。 
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四 、 磷 酸 单 酯 酶 


。 常用 的 磷酸 单 酯 酶 来 源 于 肥大 症 的 前 列 腺 中 ， 成 人 尸体 的 前 
， 列 腺 也 可 用 。 由 于 单 酯 酶 的 作用 方式 较 简 单 ， 专 一 ， 近 来 的 研究 
| 报导 也 航 限 于 提 相 方面 ,如 和 节 化 提取 操作 、 提 高 入 度 等 难 除去 的 
| 杂质 为 磷酸 双 酯 酶 和 核 精 核 酸 酶 。Frankel-Conrat 等 c] 信 用 磷 
酸 单 酯 酶 研究 TMV-RNA 未 端 磷 与 感染 性 的 关系 时 ,不 能 肯定 
“未 端 杰 倒 底 是 在 3'- 位 置 ,还 是 在 5- 位 置 ,只 好 推测 可 能 性 最 大 的 
”还 是 在 3'- 位 置 。 作 者 认为 可 能 单 酯 酶 中 杂 有 双 酯 酶 ,使 整个 RNA 
分 子 可 能 有 了 改变 ,因此 感染 性 虽 有 了 降低 ,这 种 降低 还 不 能 肯定 
RBBAWRET 3'- 未 端 磷 还 是 RNA 分 子 中 有 了 变化 。 
Ostrowski 等 °°") 认为 以 前 纯化 单 酶 时 5c3， 双 酯 酶 淋 存 
0.05% FARE THAME. AME AED A RAE MES 
ES DUA ES EHH MRF 
作者 报告 此 酶 对 未 端 2 或 3’ BEARGR ER MAES: , Oe 5’ RHEE 
则 肌 得 慢 ,对 磷酸 双 酯 键 则 不 作用 , 并 对 RNA AiR AB 
如 下 面 示意 图 c25]: 


n 5! 2 
按 Frankel-Conrat MAE", RNA PAK Hw AREA 
”种 形式 : 


和 (六 ) 

。 单 栈 栈 将 式 (_-)( 二 三) 都 能 腊 磋 , 现 留 下 的 问题 是 (五 )( 关 ) | 
至今 还 未 见 有 文献 报导 。 

五 、 精 OR BB 


SS | 
SARIN, Kh RNase T, 以 及 其 他 微生物 中 已 发 现 的 


“ 酶 来 看 ,在 这 方面 寻找 比 在 动物 或 植物 棚 万 中 寻找 可 能 更 好 些 。 


如 采用 化 学 方法 与 酶 降解 法 相知 合 的 办 法 , 则 收效 可 以 更 块 。， 


人 

最 近 Sugiyama 等 co 用 碱 解法 测定 TMV-RNA 的 未 端 为 
腺 苷 ， 井 认为 另 一 端 没 有 5/'- 磅 ， 因 碱 解 后 没有 发 现 核 昔 -3， 5 
二 磷酸 的 物质 。 Whitfieldc 各 "] 用 牛 胰 RNase ig RNA 也 获 
得 一致 的 千 果 ， 证 明 其 一 端 为 腺 苷 。 另 外 作者 又 用 RNase T, 及 


RACHA RNase 降解 训 RNA ,希望 找 出 与 腺 昔 相 邻 的 第 2 3 


或 4 未 端 核 昔 酸 的 顺序 。 实 葵 和 结果 利用 了 反 证 法 推测 该 RNA 的 
第 2， 3 Ab He a AL (ELC 


MY Ye 
big 人 


me. 。 可 以 认为 TMV-RNA 的 部 分 千 构 如 下 : 


1 ae oF PS 3 
a ‘ Py. # RRS be 
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ee an 
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0 一 2 3! 
HOSS A 867 
a Weed : Fg A: Pi 2 
n 
5 OH5! 
n 为 6500; Py 为 喀 呢 ; B 为 何 何 碱 基 。 


Rushizky (8281 比较 了 TMV 的 三 种 不 同 株 的 RNA 被 
RNase T, 降解 后 ,产物 中 发 现 HR PEAS ST HR RRA MEA EEA IA 
ini HR #4; UpGp, CpGp iy ieee, UpUpGp 的 量 则 比 另 二 

> eH AR 株 的 顺序 与 另 两 株 有 所 不 同 。 

s-RNA 方面 , Herbert 等 的 用 蛇毒 双 酯 酶 短促 时 间 的 接 鲤 


降解 后 ， 发 现 所 分 离 出 的 蔷 s-RNA 接受 苏 氨 酸 的 能 力 还 可 因 再 
“MA ATP, OCTP，UTP 而 完全 恢复 ,但 接受 疾 氨 酸 的 能 力 在 同样 


条 件 下 不 能 完全 恢复 原状 。 这 个 现象 可 谣 明 接受 不 同 氮 基 酸 的 特 
异 s-RNA 的 顺序 可 能 是 各 不 相同 的 。Nihei 0% 4 Fie EMM 


酷 酶 降解 更 肝 s-RNAL ,在 不 同时 间 内 观察 产物 分 布 ,如 4.5 小 时 、 


16 小 时 及 22 小 时 内 各 降解 s-RNA 1) 19.4% 53.3% K 98.8%, 


推算 出 s-RNA 为 70 个 核 背 酸 组 成 。 除 和 种 主要 碱 基 外 ,还 有 少 


量 的 拟 尿 苷 酸 、 甲 基 胞 苷 酸 、 甲 基 饲 苷 酸 、 甲 基 腺 昔 酸 以 及 两 种 未 


4 BAL FEHR, ~McOully 等 ca 用 RNase T, 降解 更 肝 s-RNA ,和 欲 
了 解 Gp 与 Gp 之 问 常 出 现 些 何 种 顺序 的 片段 。 作 者 认为 下 列 片 


段 常 出 现 于 s-RNA #549", 


---pGp(Gp),---,--pGpApGp---, ---pGpOpGp--- 
K-:-pGpCpCpGp--- 
SO A RNase 降解 酵母 s-RNA, #€ Dowex 1X2 


BB, tay Cp,Up,RUp*,ApCp,ApApCp,GpCp 等 6 个 峰 ， 


* RUp MRR. 
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由 于 RNase 1 不 能 将 s-RNA PEMESEA IEE, HF RNase 1 
“ty” IER ZZ) BH 5 TAR BB 5 BS Fh BS BE FFE a De, BLA 
足 , 推 测 s-RNA 的 顺序 , 因此 , 解决 分 离 较 大 片段 的 技术 可 能 是 
目前 最 人 迫切 的 任务 。 
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a = ”核酸 的 千 构 
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| 化 学 、 和 站 胸 学 以 及 息 传 学 的 研究 指出 核酸 是 构成 生物 体 的 基 
未 物质 之 一 , 它 在 控制 生物 体系 的 代谢 生殖 及 生长 中 占 主要 的 地 
位 。 一 般 认 为 胎 氧 核糖 核酸 (以 下 简称 DNA) 是 遗传 信息 的 携带 
者 ,而 核 精 核 酸 (DLT ARR RNA) 则 在 蛋白 质 的 合成 中 起 模板 的 
作用 。 目 前 ,除了 高 分 子 的 RNA 之 外 ,还 发 现 了 分 子 较 小 的 信息 
核糖 核酸 (m-RNA), 以 及 分 子 更 小 的 可 溶性 核 糟 核酸 (s-RNA)。 
m-RNA &s-RNA 另 有 报告 介 络 ,不 在 此 重复 。 本 报告 只 拟 介 
DNA 及 高 分 子 RNA 的 车 构 。 

核酸 是 核 昔 酸 的 聚合 体 。 它 的 单 休 一 一 核 苷 酸 ,含有 三 种 粗 成 
成 分 : WE CRM, FUME) , 友 糖 ( 友 糖 或 腹 氧 皮 精 ) 和 磷酸 。 含 有 成 
糖 的 核酸 称 为 枝 粮 核酸， 而 含 腊 氧 成 糖 的 名 为 腊 氧 核糖 核酸 。 这 
两 类 核酸 都 主要 含有 四 种 碱 基 , 亦 即 主要 为 四 种 核 背 酸 所 粗 成 ,其 
中 有 三 种 碱 基 是 二 者 都 有 的 ， 即 孤 叶 哈 CA), 和 饲 便 味 喻 (G ) 和 胞 
喀 啶 ( C ); 有 一 种 不 同 , 即 DNA 含 胸腺 喀 喧 (下 ), 而 RNA 则 含 
尿 喀 啶 (U)。 此 外 ， ， 字 们 还 可 能 含有 一 些 其 他 硕 基 ,但 一般 含量 都 
很 低 。 

Aika DNA 之 所 以 能 携带 不 同 的 得 传 信息 是 由于 它们 具 


Dill 


有 不 同 的 核 苷 酸 排列 顺序 ,不 同 的 链 长 ,以 及 一 定 的 立体 和 结构 。 同 


RE, RNA 之 所 以 能 合成 各 式 各 样 的 蛋 自 质 也 是 由 于 同样 的 原因 。 
由 此 可 见 核 酸 的 功能 决定 于 它们 的 和 结构 ， 所 以 灶 构 的 研究 是 有 极 
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重要 意义 的 。 

核酸 的 千 构 可 以 从 它 的 不 同 粗 积 水 平 划分 为 一 直 车 构 、 二 上 般 
和 结构 及 三 授精 构 。 一 航 结 构 包含 核 背 酸 的 连接 方式 和 排列 顺序 细 
DRAMA KS hrs SST A, Sey 
SERN RRA, SMe mem “是 

ALR ARDY RS EE OE, KA 
IRAE AP AB, Ak, Fea HL A a 5 = EE 
题 。 
核酸 千 构 的 研究 可 以 分 为 两 类 :一 类 是 固体 状态 的 观察 , 另 一 
类 是 在 溶液 中 ， 主 要 是 在 水 洲 液 中 的 观察 。 固 体 状 态 的 观察 依靠 
X AT St TR, 在 溶液 中 的 观察 利用 了 便 轰 用 于 
蛋 和 白质 理 化 性 质 研 究 的 各 种 方法 ， 如 超速 离心 、 粘 度 、 扩 散 、 光 散 ， 


改变 和 破坏 (变性 和 降解 )， mine 和 全 全 的 全 的 fos ip 3 
酸 的 结构 有 Bt We 


=. HEAR PEAR RAY et 


(—) 固体 状态 的 观察 
1. XAT HIEW FAR Watson-Oriek 关于 DNA A ， 
423% 1938 46 Astbury 及 Bellc 研究 了 DNA gepeeeeny X 
CTHARM, ROURKE Kes KE 3.34 A 的 重复 间隔 。 
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面 与 长 轴 垂 直 。 他 们 5 双 观 察 到 核酸 的 结构 型 式 每 27 A ee 
砍 。 如 核 昔 酸 都 是 平局 的 而 且 上 下 积 琶 的 话 ， 则 此 距离 相当 于 8 
Pera. Astbury 井 假定 在 核 音 中 ， 顺 哈 或 喀 吓 环 和 精 环 是 在 
同一 平面 。 

Furberg!" iy X 闭 衍 射 的 研究 指出 在 胞 核 董 引 暑 啶 环 与 
糖 环 不 在 同一 平面 ， 而 是 几乎 成 垂直 方向 ， 二 环 间 的 角度 大 和 致 为 
90"。 他 对 尿 核 苷 、 腺 核 音 及 岛 便 核 苷 的 精 构 也 全 加 以 研究 , 帮 证明 
EPR, Furberg sy pte AIRF ROBE, 但 一 般 认 为 在 
一 62 — 
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”第 一 模型 SP 第 二 模型 
图 :1 Furberg 的 两 种 衙 构 异型 


et ae BEEK Coy HE ATR, KAT eee 
‘BUS, Furberg) 根据 他 对 核 背 的 研究 提出 核酸 的 两 种 可 能 
车 构 形 式 ( 图 1)。 在 他 提出 的 车 构 中 , 味 哈 及 喀 啶 环 和 分 子 的 长 轴 
成 直角 ,但 糖 环 及 P-O'。 键 则 与 长 轴 平 行 。 两 个 相 邻 核 昔 酸 的 相 
当 基 困 ( 如 磷 原 子 , 叶 喻 环 , 喀 啶 环 等 ) 问 的 距离 大 锡 为 3.4A。 

Pauling 及 Corey ©") 于 1953 年 提出 另 一 核酸 的 结构 模型 。 
他 个 的 模型 是 由 三 条 互相 盘 线 的 螺旋 形 多核 背 酸 链 所 构成 ， 螺 旋 
周 数 七 周 中 有 狗 24 个 核 昔 酸 , 螺旋 方向 为 右手 螺旋 , 磷酸 基 在 中 
心 , 糖 基 围绕 在 它们 外 面 , BARRE, 碱 基 环 的 平面 大 致 和 长 
轴 垂 直 。 他 们 认为 此 模型 符合 芍 衍 射 周 果 , 并 且 也 和 核酸 的 许 
多 化 学 性 质 一 致 。 

但 是 Pauling 及 Corey 的 结构 模型 和 某 些 试 骏 周 果 不 符 合 
Gulland 等 钙 的 电位 涌 定 数据 指出 磷酸 基 可 以 涌 定 ， 而 味 叭 及 
喀 啶 的 氨基 及 -NH-CO- 基 则 不 能 涌 定 ， 它 们 是 被 氢 键 连 系 起 来 
的 。 染 料及 蛋白 质 吸 附 试验 也 指出 磷酸 基 能 和 大 离子 结合 。 这 些 
事实 都 说 明 磷酸 基 不 在 分 子 内 部 而 是 在 分 子 外 部 。Watson 及 
Crick’) 认为 在 此 结构 中 许多 Van der Waals RBH. 

继 Pauling 及 Corey 之 后 ，Watson & Crick (1953) 已] 
提出 了 DNA 的 另 一 结构 模型 。 他 们 所 提出 的 模型 看 来 和 大 量 物 
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理 及 化 学 的 实验 数据 相符 合 ， 因 此 目前 为 一 ， 
般 所 接受 (图 2 )。 og 
Watson & Crick WEWASRALE 
HRS Awe, AG 
是 右手 螺旋 。 每 一 多 核 昔 酸 链 的 构 型 和 
Furberg 的 第 一 模型 一 样 ， 糖 和 味 喻 及 喀 啶 
的 相对 位 置 也 和 Eurberg 提出 的 胞 核 背 的 © 
SEL, WS RINE ME TERR EN EB, we 
酸 基 在 外 部 。 顺 长 轴 方 向 ,每 3.4A 有 一 个 © 
ATR, 核 音 酸 间 成 36” fo, 因此 每 周 有 10 © 
eR, 且 每 隔 34A 重复 出 条 同一 烙 


° 


a Watson-Crick | } q 
Bical iss ae PR SR Se — 5 ey 2m he A ERE FR 


旋 结 构 在 一 起 。 每 链 提供 一 个 碱 基 ， 碱 基 的 平面 和 
分 子 的 长 轴 垂 直 。 互 相配 偶 的 大 基 有 一 定 的 规律 。 这 是 由 于 下 面 
的 假定 : 糖 -磷酸 链 所 形成 的 螺旋 的 直径 是 20 和， 由 于 螺旋 的 直 
径 是 固定 的 ， 为 了 在 二 链 间 形成 均一 键 ， 则 必需 一 条 链 上 的 顺 喻 | 
和 另 一 链 上 的 喀 啶 相 烙 合 ,如 果 两 个 嘎 啥 精 合 , 则 链 间 的 距离 将 过 
得, 不 能 容 炳 。 如 果 两 个 喀 喧 配合， 则 链 间 的 距离 过 长 ,不 能 形成 
键 。 从 碱 基 的 异 构 的 最 可 能 存在 形式 考虑 ， 唯 一 可 能 的 配偶 是 腺 ， 
嗓 险 与 胸腺 喀 啶 ， 饲 味 哈 与 胞 喀 啶 。 因 此 DNA 分 子 中 有 一 个 饥 


图 3 FRIST a ee Fl SE 


大 秦 时 ,也 必定 有 一 个 胞 喀 啶 , 同样 有 一 个 腺 顺 哈 时 ， 也 必然 有 -- 


4 a RMN 也 就 是 悦 DNA FP fy J OMIM Fi UME ME 9 24 SE 
Ws cA a ROE HA 不 同 来源 的 DNA 的 大 量 分 析 
竺 果 恋 明 这 是 大 致 正确 的 ,虽然 在 不 同 来 源 的 DNA 中 ，, 腺 嘎 哈 与 
高 味 哈 的 比例 可 以 有 很 大 的 差别 (图 3,4 )。 


ee 2a 图 4 (MG Foon A A 


这 千 构 对 碱 基 对 的 顺序 没有 限制 性 ; 任何 一 BRIER ABE 
RISE 2, SEY A BB il EPA BY TE 
&. 

DEMS HHS AND X 线 衍 射 的 工作 所 支持 ， 尤 其 是 
Wilkingsr12] 及 其 同 工 的 工作 。 

在 进行 X 萎 衍 射 观察 时 ， 需 将 DNA Seb hl RHE HK. 
制 法 系 将 一 针 夫 从 核酸 的 硬 凝 胶 中 徐徐 牵引 而 出 ， 便 可 以 制 成 具 
有 高 度 排 烈性 的 蕉 蕉 状 晶体 ， 使 用 不 同 的 牵引 速度 及 不 同 含水 量 
的 凝 胶 可 以 制 出 直径 为 1~100 Am 的 催 蕉 。 改 变 徐 和 维 周 围 的 大 气 
相对 温度 可 以 得 到 两 种 类 型 的 广 线 衍射 图 讲 。 温 度 为 755%5 时 ， 
ROCHE NT AK WEF 40~45%, PEA HEM BEALE, X 
EAM ELBE 100 个 衍射 点 。 这 种 核酸 型 名 为 A 型 (图 5)。 相对 
温度 达 929 时 ， 核 酸 具 有 另 一 结构 , 称 为 B 型 (图 6)， 其 和 eA 
射 点 不 其 清晰, GLARE EAA SESE, 但 在 子午 线 3.4A 处 有 相当 强 
的 街 射 点 。A 和 也 两 型 间 的 转变 是 可 逆 的 。 
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来 源 于 大 肪 杆菌 及 小 牛 胸腺 的 DNA 钠 盐 的 X ge BF, 
一 般 地 证 实 了 Watson-Crick 和 结构 的 主要 论点 。 
| 更 精确 的 X 痿 研究 指出 ， 虽 然 Watson-Crick tegen 
| 是 正确 的 ， 但 它 的 Fourier 转变 计算 和 X MABKAS 
需要 一 些 修正 。 修 正 主要 在 分 子 的 大 小 。Watson-~Orick 
DNA 分 子 的 直径 为 20 A， 此 数值 过 大 。 
DUB, (EF DNA 的 鲁 盐 及 锣 盐 以 代替 钠 盐 进 行 和 疙 的 研 
穹 , 在 技术 上 有 了 改进 。 旬 盐 的 B 型 能 烙 晶 , 其 X BARA 
肠 衍 射 点 ， 可 以 准确 地 加 以 测量 。 鲁 盐 的 另 一 有 利之 点 是 锂 离子 
ee es RERESRRE, 12 
4 DNA 的 A,B BERING DLE REO MF Ce 1 及 图 7)。 
a #1 DNA 的 全,B 二 型 的 区 别 


yy 
ys 


} Uae B 
直径 人 18 17 
二 链 问 距离 A 14 a 
823% (Pitch) A 28.1 33.1 A(34 A) 
各 链 等 一 图 的 核 背 酸 数目 11 10 
碱 基 对 形状 棒状 棒状 
HR FE Hy OF He th FH RE #1 65。, 不 通过 加 90° , 3st Bh 


DNA 的 构 型 除了 上 述 二 型 之 外 , BBR A BS, — 

洪 是 四 种 构 型 。 四 种 构 型 都 是 双 股 螺旋 ,而 且 可 以 互相 转变 .它们 

不 同 之 点 在 于 每 圈 的 核 背 酸 数目 不 同 (9.3 一 1L.0 个 )， Dh Be Bits 
对 和 螺旋 轴 问 的 角度 不 同 。 

最 近 Pauling 及 Corey"**! $2 1h Hemme +5 8 (EMMA Py AB 
i= BRUTE A 8) IXGH=7 AGES, CEA Hy AE A 
MEE HY SRA MOY, 7 SREY FETE OE 0 RE BER 
胸 碱 基 对 为 稳定 。 不 同 成 分 的 DNA 的 热 变 性 诈 实 这 一 假定 。 
饲 - 胞 含量 较 高 的 DNA ,其 变性 温度 也 较 高 。 

2 电子 显 微 贷 的 观察 ”近年 来 电子 显微镜 的 分 辩 能 力 有 很 
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大 的 进步 ， 可 以 达到 10A DO, FAROE AT Due Heme 
酸 的 形状 及 大 小 ， 在 和 理化 性 质 测定 的 互相 印证 中 ， 有 很 重要 的 
意义 。 但 我 们 不 应 后 记 , 尤 其 是 在 分 子 大 小 的 解释 上 ,所 观察 的 是 


FIR FEA 


PEAS IB 9 HL RMS , Hall15) 提出 的 样品 制备 方 
法 较 好 。 这 个 方法 的 主要 特点 是 将 DNA Snth Be ES 
母 薄片 上 ,以 铅 投 影 ， 再 于 销 上 沉积 一 层 氧 化 砂 , 最 后 以 洲 于 乙酸 
友 酷 的 火 棉 胶 喷 布 于 表面 上 ,干燥 后 将 薄片 在 水 中 和 云母 片 分 开 。 
以 此 法 制备 样品 测 得 DNA 钠 盐 分 子 的 直径 是 25 士 5A, FIX 
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(Hall 等 co 在 极力 避免 核酸 变 狂 的 措施 下 ， 进 一 步 详 相 研究 
.了 DNA 钠 盐 。 他 们 着 实 DNA 铀 盐分 子 的 直径 是 20 A, Heme 
” 察 到 分 子 的 未 端 是 方形 的 ， 表 示 末 端 仍 保持 双 螺旋 结构 。 假 如 汉 


螺旋 的 两 条 链 在 未 端 分 开 , 则 分 离 的 单 核 昔 酸 键 会 知 曲 起 来 。 
图 9 是 两 个 DNA BF, ARERR AM, 值得 注意 
是 尖端 的 知 曲 。 了 all 及 Litt’? 认为 这 是 尖端 发 生 部 分 变性 的 千 


” 果 , 此 种 矢 曲 都 发 现在 尖端 , 而 不 发 生 在 中 间 部 分 , 这 可 能 表示 双 
”螺旋 的 断裂 都 是 从 失 端 部 分 开始 ,而 向 内 发 展 。 这 一 点 支持 DNA 
| ARB E. 


图 9d 是 DNA HBR AM. 以 特性 粘度 法 测定 的 重 


” 鸭 分 子 量 是 9.7x 10 ， 而 电子 显 微 镭 得 出 的 数 均 分 子 量 是 4.2 
x10°, 重 均 分 子 量 是 7x 10° (假定 质量 对 长 度 的 比值 是 200)5]。 


”于 弯曲 ， 此 点 说 明 分 子 略 有 和 柔 利 
HES 


千 曲 。 此 点 证实 Doty 等 所 ?的 观 


“shy DNA 都 是 在 溶液 中 的 ， 因 


分 子 都 是 横 切 折 断 的 ， 拓 端 没有 


点 ， 即 超声 波 碎 片 仍 保持 双 螺 旋 
车 构 。 又 从 图 上 可 以 看 到 当 粒 子 
彼此 间 距 离 较 远 时 ， 其 形状 一 般 
是 直 的 ; 当 它 们 挤 在 一 起 时 则 趋 


(>) 液体 中 的 观察 ”上述 
X PEAT AHL Ae HK HE Hy ML FZ 
是 对 固态 样品 的 观察 ， 而 天 然 状 


POA DNA TERA ESEE TAs 图 9 能 打 精 于 DNALN fii Fi 
如 大 小 .形状 分子量 .刚性 等 ,可 微 镜 摄 影 ( x #9 100,000 #4) 


以 和 固态 的 观察 结果 互相 印证， (a) 相对 高 浓度 情况 下 ;j，(b) 有 分 支 的 


DNA 分 子 (两 个 )》 〈c) 显 示 由 于 变性 而 引起 
了 ERM BOAR din FY PE (39 FD) (4) RE eT 


状态 下 的 和 结构。 碎 的 片断 。 
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DNA 溶液 理化 性 质 的 测定 存在 着 一 定 的 困难 。 早期 的 工作 
由 于 朱 提 方法 不 够 完善 ， 产 品 有 了 降解 或 变性 。 使 用 这 种 材料 进 
行 的 理化 性 质 测 定 的 结果 是 不 正确 的 ， 而 且 各 工作 者 所 获得 的 结 
果 也 不 一 致 。 在 水 中 ，DNA 的 淡 度 小 于 2x10“<“M 或 溶液 中 
NaCl 的 浓度 小 于 '10-* M py, fl) DNA 发 生 不 可 逆 的 变性 。 因 此 
先 将 DNA 深 于 水 中 ,然后 再 加 太 电 解 质 ,或 将 DNA 溶液 对 水 过 
次 地 透析 都 应 当 避 免 。 早期 的 工作 者 未 注意 到 这 一 点 ， 也 是 造成 
慰 差 的 原因 之 一 。 | 
以 目前 最 好 的 方法 制备 的 DNA 在 分 子 量 ， 基 至 在 构 型 和 化 
学 组 成 上 都 是 不 均一 的 ， 所 以 理化 性 质 的 测定 数值 只 具有 芜 计 学 
DN A 溶液 的 准确 测定 还 存在 着 困难 。 目 前 涩 度 的 测定 是 和 根 ， 
据 磷 含 量 的 分 析 或 此 外线 吸收 的 测定 ， 但 是 这 些 测 定 都 是 根据 固 
fk DNA 钠 盐 桩 品 的 重量 计算 的 ,而 DNA 钠 盐 的 含水 量 不 能 准 ， 
确 知道 。 在 110*C LE, RARE REPRE MK 
定 能 把 水 分 完全 去 掉 。 
以 上 的 情况 是 在 DNA 理化 性 质 测定 中 应 当 注意 到 的 。 
A, 胸 氧 核 焊 核酸 钠 盐 的 分 子 量 ”测定 DNA Meh Fw 
| BAHT: (1) 用 Svedberg 公式 从 沉降 系数 和 扩散 系数 计算 ; 
(2) 用 Mandelkern, Krigbaum, Scheragar 及 ， sia BAK | 
“ 降 系 数 和 粘度 计算 ;(3) 用 光 散 射 法 。 
(1) 以 沉降 系数 和 扩散 系数 计算 : 利用 Svedberg 公式 
RTS, 
D(1—Vp) 
WOHAOTE, 式 中 So 代表 样品 浓度 外 推 怪 堵 时 的 沉降 系数 ， | 
D 代表 扩散 系数 , 7 代表 微分 比 容 ,p RIAA, RRA 
常数 ,下 代表 绝对 温度 。 
S 值 是 用 超速 离心 机 测 出 的 。 早 期 的 核酸 工作 者 业已 发 现 
DNA 在 梁 度 低 于 2.5x1l10-3 gj/mml 时 (在 0.3M NaCl 中 )， 沉降 
系数 对 样品 获 度 有 显著 依 顿 性 。 当 DN A BREE AKITE 3 x 10-4 H/ 


M = 
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数 准确 (图 10), 但 是 在 这 样 低 的 浓度 常用 的 、 利 用 折射 率 
ethene 《如 Philpot-Svensson 光学 系统 ) 18 


RBI AB. 

@ 0Othc 和 Coates K Jordan”) 使 用 液 柱 为 30 毫米 的 沉降 
| 本 测定 了 以 去 污 剂 法 提取 的 小 牛 胸 腺 DNA HOUT RBC HER So 
是 29.4 S。 样 品 浓度 的 范围 是 6.3~12.6 x 10-* ¥e/2EF-. 


用 > 

B®: 3 

i i _ @ Peacocke & Schachman _ 

: 25}6 © Coates % Jordan 

: ? ® Oth 

q 2 © Shooter 及 Butler 
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0 0.05 0-10 0.015 
RIE (%) 
B10 BEBE BRAY DNA sth AOE 
降 系 数 的 影响 


Shooter 及 Butlertanan fi FROME AE, ARR ET 


以 去 活 剂 法 制备 的 小 千 胸 腺 DN A 钠 盐 的 沉降 系数 ， 千 果 So 为 
298, 与 Oth 等 所 得 的 结果 很 符合 。 彼 等 也 测定 了 另 一 以 酶 法 制 
备 的 小 牛 胸腺 DNA 钢 盐 样品 , 千 果 3 24S (AA 11). 

Stern 及 Atlasc2] @ eee 7 NaCl 浓度 对 DNA FR Eb TE 
降 系 数 的 影响 。 玉 ahler, 及 Shack”) 研究 了 MeCl, 浓度 对 DNA 
负 盐 沉降 系数 的 影响 。 他 们 都 发 现 当 电解 质 普 度 培 加 时 ， 沉 降 系 
数 即 迅速 上 上升， NaCl 浓度 增 至 0.2 M 时 ,沉降 系数 便 不 再 上 升 ， 
而 MgCl, 演 度 则 只 需 增 至 0.05 M (图 12)。 
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11 低 流 度 的 DNA Sth ot PeKESR ASEM ws 
(在 0.2M NaCl rh) — 
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BRE FE FURIE) 
图 12 电解 质 浓度 对 DNA 纳 盐 的 沉降 
有 系数 的 影响 


注 浓度 对 沉降 系数 的 影响 也 因 DNA 钠 盐 来 源 的 不 同 而 异 。 从 
”肠炎 沙门 兵 菌 的 噬菌体 D, 制备 的 DNA 钠 盐 在 沉降 中 洽 度 对 沉 
ESRB RMA, PEA TARR IA TB 虽 测定 浓度 
稀 至 1x10- 克 /毫升 亦 无 济 于 事 。 

DNA 钢 盐 的 扩散 系数 测定 有 很 大 困难 。 原 因 之 一 是 DNA 
钠 盐分 子 的 不 对 称 性 较 大 ,因此 浓度 对 扩散 系数 有 很 犬 影响 ,以 致 ， 
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MAREN RAI (ERASE, Aes, DNA 扩散 系 
煞 的 研究 为 数 不 多 。 根 据 Tames"**) Li Je Coates?) fy tt Be A HR 
HOBERE, DNA 的 扩散 系数 当 为 2 一 3x 10…” 平方 厘米 / 秒 。 

按 Svedberge 公式 ， 用 D=2xl10 ”和 8%=248〈 用 酶 法 制 
felis Ha DNA 钠 盐 的 数值 ) ,算出 小 牛 胸腺 DNA 铀 盐 的 分 
FHC 6< 10°, 如 用 D=3x10-* 与 用 去 污 剂 制备 的 小 牛 胸腺 
DNA 钠 盐 样品 的 沉降 系数 (29 8) 计 算 ,分 子 量 则 为 5x 10*。 


工 他 数据 合 井 来 计算 分 子 量 。 最 常用 的 是 将 沉降 系数 和 特性 粘度 
AFH. sae Liters 
(2) 以 沉降 系数 和 特性 粘度 计算 : 可 用 Mandelkern 等 的 
东 式 从 沉降 系数 和 特性 粘度 计算 DNA 的 分 子 量 。Mandelkern 
BAUER 
2 Sn]? nN 

« ubigg Sage eS) 
<M = Fy Fle.) = PERE, no = YAIADRLEE, N= Avogadro 
常数 , 6 是 一 个 常数 ,其 数值 与 分 子 的 轴 比 有 关 。 轴 比 为 一 时 ( 球 
FE) , 它 是 2.12 x 10*; 分 子 为 无 规 萎 团 时 , 它 是 2.6x10*; 分 子 是 
高 轴 比 的 刚性 棒 时 , 它 是 3.6x10"。 
”各 工作 者 所 报告 的 小 牛 胸腺 DNA. 钢 盐 的 特性 粘度 数值 不 尽 
一 致 ,多 数 在 剪 率 为 雾 时 的 数值 是 3 一 6.x 10sc.g.s. 单位 。 


ae 


FF A fe ae Se, 在 用 本 公式 时 需要 对 DNA 的 分 子 形 - 


状 玉 刚性 作出 假定 。 多 数 工 作者 在 用 此 公式 时 多 假定 DNA 分 子 


HAMMAM A B=2.6 x 10, VERRAN ER 


形成 这 种 构 型 是 值得 怀疑 的 。 

用 本 法 测 出 的 小 牛 胸 腺 DNA 钠 盐 的 不 同样 品 的 分 子 量 是 
6~12x10*, 与 用 其 他 方法 测 得 的 在 同一 范围。 

(3) 光 散 射 法 : 光 散 射 法 特别 适合 于 较 高 分 子 量 的 测定 ， 因 
此 声 适用 于 核酸 。 使 用 光 散 射 法 不 但 可 以 测定 分 子 量 ， 同 时 对 分 
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: ~ ss a 四 Lye he 
ae eee 


由 于 不 易 得 到 可 靠 的 扩散 系数 数值 ， 因 此 有 人 将 沉降 系数 与 


me 可 er. 
ee ge ae ee ee 


有 ey |) hee, ni * 
Tet as Sia Mae, | 
4 “* 


子 的 大 小 和 形状 亦 能 有 所 了 解 。 应 用 于 核酸 时 ， 一 般 都 在 几 个 不 
FA ACE IE AE 然后 按 Zimm 氏 图 


解法 以 到 对 SB + kC (eA, 从 而 得 到 两 粗 曲 灼 一 棚 是 同一 


we 16 Fa ih AL — fA 
Hy HEB, 得 到 两 条 新 曲线 ， 即 一 条 是 =0 Aye, B— 


0 (二 )。-，, 即 分 子 量 的 个 数 
寺 。 以 光 散 射 法 测 出 的 是 重 均 分 子 量 。 | 


不 同 角度 的 光 散 射 强度 (以 Rayleigh 比值 Ro, eas) PURE 
(c) ,粒子 散射 因素 [FE(49)] 及 分 子 量 (MJ) 的 关系 如 下 : 


了 CO 
ae ie kt ie 
Re M F 
- 9 
R,= at 


che 


P-*(6) =1+ Sh°RE 


he = sin 
APK RK BWR, ip 为 在 角 0 的 光 散 射 强度 , z 为 桩 品 与 光 强 
诬 测 定 仪器 (如 光电 倍增 管 ) 问 的 距离 , Te 为 太 射 光 强度 ，BRS 为 均 
BPE; i HBR PERK. 
在 光 散 射 测 定 中 ， 洲 液 的 除 生 是 一 主要 而 困难 的 问题 。 除尘 
的 彻底 与 否 对 测定 的 烙 果 有 很 大 影响 。 
DNA 锅 赴 分 子 量 的 大 量 数据 是 用 光 散 射 法 获得 的 。 据 Doty 
5000) 估计 用 光 散 射 法 测定 DNA $y th Ay HE WS HE 12%, 而 
Sadron 等 3 估计 为 士 15 狗 。 在 计算 中 ,各 工作 者 所 采用 的 比 折光 
这 培 加 值 有 所 不 同 , 大 多 数 人 采用 0.188), iii Cavalieri 等 ce 
则 采用 0.191。 | 
不 同 来 源 的 DNA 人 锅 盐 的 分 子 量 有 相当 大 的 差别 ( 表 2)。 这 
可 能 表示 不 同 来 源 DNA 的 分 子 量 确 是 不 同 的 ， 但 也 有 可 能 是 不 


a | 二 


人 他 Day lady 1) 
¥ G4 bd uy A A 4 4 Pu ve 
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用 光 散 射 法 测定 的 不 同 未 源 的 DNA. $i 
盐 的 分 子 量 


FH 2 


, 来 源 |  & HF & ZEXR 
KER 去 活 剂 法 7.0 [41] 
Arbacia lixula Chargaf 2.3 [42] 
KBr Chargaff 9.1 [42] 
”高 类 竺 核 杆菌 Chargaff 14.4 [42] 
ERE Signer 6.0 [43] 
鲜 鱼 精子 Mirsky ~ 6.0 [31,44] 
鸡 红 血球 Signer (CV 51) 11.6 [31,44,45] 


同 制备 方法 所 造成 的 。 即 使 是 同一 来 源 的 DNA, 如 小 牛 胸腺 
DNA， 其 分 子 量 也 有 很 大 的 差别 。 根 据 不 同 工 作者 使 用 光 散 射 法 
测定 的 精 果 ， 小 牛 胸腺 DNA 的 分 子 量 可 大 和 致 分 为 三 种 类 型 ， 即 
3xl0，6xl0 及 15x10'( 表 2)。 使 用 目前 最 好 的 提取 方法 制 出 
的 样品 进行 测定 似乎 显示 小 牛 胸腺 DNA 的 平均 分 子 量 是 6~10 
x 10*。 有 人 认为 样品 中 残存 的 变性 蛋白 质 可 能 起 交 联 剂 的 作用 ， 
以 致 造成 分 子 量 的 差别 cs9。 | 
Sadron 45'°2}\ 4—1#hy DNA 都 具有 同一 的 分 子 量 。 
此 论点 由 于 数据 不 够 多 , 傈 不 能 下 车 论 。 
2. 有 驹 氧 核糖 核酸 在 深 液 中 的 分 子 构 型 “一般 研究 高 OF 
型 的 方法 是 通过 光 散 射 ,粘度 .流动 双 折 射 ,扩散 系数 .沉降 系数 等 
的 测定 了 解 分 子 的 形状 ,然后 选择 一 适当 流体 力学 模型 ， 按照 一 定 
的 公式 计算 分 子 的 大 小 。 
根据 Watson-Orick (yim, DNA 似乎 应 当 是 一 刚性 棒 。 
以 DNA A 型 晶体 的 核 音 酸 问 距离 为 2.6 玉 ，B 型 的 是 3.3 人 ， 
假定 在 洲 液 中 仍 保持 Watson-Crick SiH, FRED FIRE 
7x10 , 核 背 酸 的 平均 分 子 量 为 300; 则 DNA 的 长 度 应 当 大 狗 是 
30,000A。 其 畏 比 应 为 1.7x10*。 但 DNA 轴 比 的 实际 测定 ， 各 ， 
一 75 一 


工作 者 所 得 的 粘 果 虽 不 很 一 致 ， 大 臻 都 是 数 百 。 获 将 一 些 工作 者 


所 使 用 的 方法 和 烙 果 列表 如 下 ( 表 3)。 
KH3 DNA B+ ely 
作 者 ca Wi 法 轴 ” 比 
Signer, Caspersson 及 粘度 十 流动 双 折 射 | 300 
Hammasten!*] . 
Tennent & Vilbrandt®*1: S$+D 120° 
Cecil, Ogston'#71 S+ p| 用 Perrin 公式 170~400 
Kahler"8) S$+D . 284 
Peacocke & Schachman"®! | § +[]M 300 
Mathieson 及 Matty" [9]( 用 于 刚性 棒 的 Simhba 416 
公式 ) | ae 
Goldstein J Reichman") FAB Ht, Perrin 公式 354~755 


有 关 DNA 离子 在 溶液 中 的 构 型 的 大 量 数据 得 自 光 散射 测 
定 。 散 射 光 的 角 分 布 数据 的 解释 存在 一 些 困 难 ， 需 要 假定 适当 的 ， 
模型 。Doty 48°") 的 大 量 工 作 指出 在 溶液 中 DNA BEBE EMI 
性 棒 , 也 不 是 无 规 著 团 , 它 的 行为 介 于 这 两 极端 之 间 ， 因 此 称 之 为 
IE Hy ERLE, Rowen?) 则 称 之 为 稍 具 和 柔 圳 性 的 棒 。 
下 表 是 三 个 小 牛 胸腺 DNA 钠 盐 样 品 的 分 子 量度 ( 表 4) Ce]。 
#4 DNA-Na 的 分 子 量度 


ee A |sec} & |. ei 
Signer(SVIII) | 5.90 | 5,400] 2,200|28,000| 21.2 |10,900/ 5.1 | 5,240 
Signer(VI) 6.85 | 5,030| 2,050|33,000| 4.64/19,000, 4.8 | 5,400 


“Detergent(SB1) | 5.85 | 4,950) 2,020/28,000| 18.2 |11,2 _ 5.34 | 5,300 


M= 分 子 量 光 散射 法 算出 ; 
JR? = 均 方 两 端 距离 , 光 散 射 法 ; 
JR2=BGPE, 它 是 分 子 中 各 节 了 段 的 质量 和 它们 对 重心 的 距离 的 平方 的 乘积 
的 总 和 ,从 光 散 射 的 Zimm 图 解法 中 求 出 ; 
工 = 分 子 外 形 长 度 , 设 每 两 核 背 酸 的 长 度 为 3.3 A; 
= 旋转 扩散 系数 ; 
2a= 由 0 计算 的 主 翰 长 度 ; 
(0) = 在 剪 丈 为 零 时 的 特性 粘度 ; 
Ren = 由 粘度 计算 的 均 方 两 端 距 离 。 


om 7G on 


1138: DNA A omaha Zimm 氏 图 解 。 
al PGE DLW Zimm 氏 图 解法 直接 算出 , 即 从 浓度 为 雾 时 
RHO ARAL SSE 

% 人 

4 | JRE He ae (=) = : 

i HF je WASHER, 0. HAM IER, SPAM 
径 各 在 2000 A 左右 ,显示 离子 极 大 ( 按 重 量 而 言 ), 因此 是 高 度 舍 
张 的 。 

| 去 方 两 端 距离 /了 {CS TREMAINE 从 光 散 身 
数据 计算 的 。 此 值 为 2 -平均 量度 ， 即 相当 于 和- 平均 分 子 量 的 平 
均 量 度 。 

“Regi 是 以 剪 棕 为 雾 时 的 特性 粘度 Chk Flory 及 Foxt**] 公式 
计算 ) 言 算 的 均 方 两 端 距离 。 此 公式 假定 分 子 是 无 规 线 团 , 旦 分 子 
量 的 分 布 范围 不 宽 到 引起 明显 的 避 差 。 寻 算 值 和 用 光 获 射 数据 和 
算 的 相当 符合 
上 表 列 有 旋 乱 扩散 系数 ， 以 及 用 已 计算 出 来 的 主机 长 度 。 这 
两 个 数值 是 Goldqstein 及 Reichmann5 ， 在 假定 分 子 容积 是 无 
水 分 子 容 积 的 情况 下 ， 从 DNA 钠 盐 溶液 的 流动 双 折射 的 测定 算 “ 
出 的 。 

超声 波 处 理 可 以 将 DNA 打 断 为 完整 而 长 度 不 同 的 片段 。 
Doty 等 92 Gp see jl siz ete PE MT MR DNA 的 沉降 系数 、 粘 
度 及 光 散 射 行为 。 他 们 发 现 片段 的 沉降 系数 及 特性 粘度 与 重 均 分 
于 量 问 存 在 下 列 关系 


， S20 — 0.063 Mo:s7 
[n]=1.45-10-¢ M312 


AEE ERG IE (En) HP EHS CM.) 的 指数 是 1.12， 比 无 规 
EPIRA 1.0 略 高 , 在 沉降 系数 (83o) 式 中 ，M。 的 指数 是 
0.37, 接近 无 规 线 团 的 低 限 数值 0.33。 此 外 ， 均 方 牛 径 和 分 子 量 
BG FARR: 


sin? + 30,000 


四 13 在 0.2M NaCl ch, DNA Sath Ay Zimm 
氏 图 解 。 


/R? =8.3-10-° M35 


M。 的 指数 是 0.5 85 A Fe MLAS BH NATO BCL AE A, BE 
应 为 1。 MERI DNA EF fev AMA EEE 


ae 与 无 规 线 团 之 问 。 


上 述 的 DNA 分 子 构 型 要 求 字 ERA eee Te oe 
DNA 离子 的 作用 鹃 明 它 确 是 如 此 。Jordan 及 Porter 5sol 和 
Cavalieri, Rosoff 及 及 osenberg5ss] 研究 了 在 较 低 电解 质 浓度 时 ， 
DNA 特性 粘度 的 改变 ， 灶 果 显示 DNA 离子 的 大 小 随 NaCl 7 « wy 
度 的 不 同 而 有 所 改变 (FA 14), Jordan 及 Porter 根据 DNA 离 


FE NaCl Yawk Bey 4 = 10-“M 及 I0-M 时 的 特性 粘度 ， 使 用 


Flory—Fox 公式 " :假定 分 子 是 无 规 线 困 ) 和 Simha ARON 
定 分 子 是 刚性 棒 )， 计 算 了 DNA BTM KEM, BRIT 
5)。 


ste | oe 


ah 5 DNA 离子 的 长 度 比 值 
为 六 离子 浓度 , NaCl | 


晤 Flory_Fox (JERE) 4x 10-!M & 10-1 M 0.82 
Simba (刚性 棒 ) 4x10-*M % 10-1M 0.72 
1 cone 及 2x 10-? M 0.66 


i 以 上 精 果 显示 当 NaCl je RE fa 4 x 10-* $838 1 x 407 Bt ,DNA 离 
| FEE iE KAS 3/4. Geiduschék!**) 以 及 Rowen!*7} mn 光 
散射 法 所 得 的 数据 证 实 了 Jordan 等 的 结果 。 


DNA 的 柔韧 性 是 如 何 获得 的 ,目前 还 不 了 解 。 有 人 认为 在 


DNA 链 上 有 不 成 对 的 硕 基 , 形成 在 结 构 上 过 弱 的 、 可 弯曲 的 点 ， 
,但 目前 还 没有 实验 证 据 。 双 有 人 认为 在 DNA 链 上 有 断裂 之 处 ， 
因此 可 以 弯曲 ,不 过 目前 一 般 认 为 组 成 DNA A PB Sa a Ae aE | 
Fe 


oA 


/ e。 前 率 为 等 时 的 
, rg 9 秒 时 的 
pA 粘度 


nsp/c 


PRE 9/100 i 
14 ZEAE NaCl 中 DNA 纳 起 
流 度 对 特性 粘度 的 影响 。(A)4 x 10-* M 
NaCl; (B)1x10-°>M NaCl; (C) 4x 
10° M NaCl; (D) 1x10"! M NaCl, 


ae a ee IO is, r* Ea ee >») a i n 


(=) 腕 氧 核糖 核酸 的 变性 作用 “核酸 分 子 中 的 主要 化 学 键 
ABE: 〈1) 核 昔 酸 间 的 共 价 多 酯 键 ;(2) 嘎 吟 及 喀 啶 环 间 的 氢 键 ， 
此 类 键 对 核酸 分 子 的 双 螺 旋 结 构 起 稳定 作用 。 核 酸 的 变性 作用 主 
要 是 指 氢 键 的 断裂 ， 而 分 子 量 不 变 这 一 过 程 。 核 酸 的 变性 可 以 用 
四 种 方法 引起 : (1) DNA 溶 于 水 或 极 稀 电 解 质 洲 液 ; (2) 洲 液 的 
酸碱度 调节 至 一 定 程度 ;〈3) 加 热 ;〈4) 加 大 破坏 氧 键 的 试剂 。 变 
性 作用 的 观察 可 以 对 DNA 的 结构 提供 论证 。 

1。 肌 氧 核糖 核酸 深 于 水 或 极 舌 电解 质 深 流 所 避 起 的 变性 
将 DNA 溶 于 水 或 极 稀 电 解 质 溶液 中 可 以 引起 变性 。 这 种 变性 作 
用 可 以 用 紫外 萎 吸 收 光 计 的 改变 来 追随 。 天 然 状 态 的 DNA 的 磷 
原子 消光 系数 e(P) 在 259 毫 微米 时 狗 为 6600, 变 性 时 则 增加 。 
Thomas5s] Agathets i, aks 1M NaCl 的 DNA WHR 


i& NaCl ye HERI 1x 10M By, PAHO Ea EE 


始 上 升 , 至 NaOl eH KK 1x 10-*M 时 达到 最 高 点 ,此 时 其 升 
高 的 数值 狗 为 其 原来 的 25%; 如 再 加 入 NaCl 至 开始 的 浓度 , 则 
光 密 度 下 降 ， 但 不 能 恢复 到 原来 的 数值 ， 而 高 出 原 值 狗 11 儿 (图 
15), Thomas 认为 光 密度 不 能 恢复 至 原来 的 数值 表示 发 生 了 不 
可 逆 的 变性 作用 。 因 此 在 核酸 的 提取 制备 中 必需 充分 注意 电解 质 
RUE, USAR MRE SEES. Fea eB 

或 (P) 值 可 以 作为 变性 的 指标 。 
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图 15 Je pnek ee ce eR BEXt DNA 在 260 BAOKH ERE 
的 影响 
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=* oa 二 Kosoff 及 Rosenberg’ 便 沟 醋 完 过 除去 电解 
os pra et AA, 他 们 认为 这 种 变性 作用 和 加 酸 


ta A REAM SESE LBA tt 2. EMO A a EB 
的 断裂 (HI 一 亚 )。 

2, 酸 或 碱 避 起 的 变性 作用 酸 或 碱 可 以 引起 DNA 的 不 可 道 
变性 。 如 将 原来 pH 是 6~7 fy DNA 钠 盐 用 酸 或 碱 分 别 涌 定 到 
pH 2.5 或 p 也 12, 则 在 逆 涌 定时 , 涌 定 曲线 与 原 涌 定 曲 薰 不 重生 ， 
wel] DNA 发 生 了 不 可 逆 的 变化 〈 图 16)。 这 现象 可 以 用 DNA 
的 氮 键 辣 构 解释 。 从 图 16 可 以 看 出 EMTS ERS SEE ea 
(p 互 4.5~11.0)， 而 在 逆 涌 定时 非 胡 冲 地 带 较 狂 。 这 是 由 于 核 碱 
的 氨基 和 一 N 互 一 CO 一 基 千 合 ， 生成 氨 键 ,在 涌 定 到 -一定 酸 碱 度 
时 , 氢 键 方 始 断裂 ， 因 此 在 顺 涌 定 时 非 检 冲 地 带 声 宽 ; 达 到 -- 定 酸 
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2.0 GL ET) , BROT, PE HH SE SE 
ee SRE, pH 的 改变 就 比较 徐 ， 
1.0 绥 。 当 氧 键 业已 被 断裂 ， 如 在 逆 】 
涌 定 时 ， 则 质子 和 基 团 间 的 烙 合 是 
不 再 受 氧 键 的 阻碍 ， 非 餐 冲 地 带 是 
Zo. Fy He PAK : 1 
ag a5 PE OPER EFA 


4 FEE SR RRS BOE) 


Pista 
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0 ; 
5s 46 67 8 9101113 
pH 


Be ti. EE HY OR Bik EE BS 


Cox 及 Peacocke!®"*1h32 YT FEIAig ete PH pH 降低 到 ] 


— BFR EP ENTREE, MTT BAR AT SE 
WPA AMAA. HE 25°C, 中 性 ， 存 在 有 0.05 M NaCl 


的 DNA 洲 液 加 酸 涌 定 ,使 PH 由 中 人 性 下 降 至 不 同 数值 ,如 也 及 
也, 然后 加 碱 逆 洱 定 ,可 以 在 顺 涌 定 曲线 APD 和 逆 育 定 曲线 DRA 


， 之 间 得 到 一 柔 列 曲 糙 ， 如 灶 合 的 酸 不 超过 每 4 克 原 子 磷 0.2 当量 
( 即 达 图 17 也), 则 赣 清 定 曲 炮 和 顺 育 定 曲 纤 重合 , 即 , 在 25"C, 最 


初 的 10 和 多、 以 氨 键 结合 的 氨基 的 离 解 是 可 逆 的 。 从 汉 定 曲 蕉 看 ， 


氮 键 的 断裂 不 超过 此 量 ，DNA 可 以 恢复 到 原来 的 天 然 状 态 。 氢 
键 的 断裂 如 超过 此 值 , 则 DNA 的 结构 产生 永久 性 改变 , 此 时 ， 逆 
BLANCA EMEKES. FIM ME E, Ue eS 
顺 EFA 进行 。 了 EEA 表示 DNA 发 生 了 部 分 变性 。 

酸 碱 所 引起 的 变性 作用 与 温度 有 关 ; 温度 较 低 则 引起 的 变性 


— $2 — 


的 多 寡 ， 氢 键 破坏 至 一 定 程 度 则 ， 
发 生 不 可 赣 的 变性 。 如 果 氢 键 破 ， 


. 持 其 相对 的 位 置 , 从 而 中 和 后 , 氨 ， 
键 可 以 重新 形成 ， 则 变性 成 为 可 。 
Sh, (ASL, WMH RE ， 
图 16 ”小 牛 胸腺 的 DNA gibi ”意味 着 恢复 到 原来 的 样子 ， 因 为 ， 

| vee es 中 和 后 所 形成 的 氢 键 可 能 特异 性 
Beh. 45 FT SU A BG AE BA RO OR HC 


.> — 
————— ee 


每 4 克 原 子 磷 项 合 的 酸 当 量 


图 17 DNA th7e 25°C 和 0.05 M NaCl 

次 液 中 的 滴定 曲线 。APED， 加 酸 的 不 可 逆 

. 滴定 曲线 ;HEEFA,，DRA， 分 别 由 了 及 了 加 碱 

的 可 道 反 滴定 曲线 ; AOB ,天 然 状态 的 DNA 

的 可 道 滴 定 曲线 ;AQD;, 有 252% 变 性 的 DNA 
的 顺 闹 定 曲线 。 


作用 较 小 。Oox  Peacockel*?] 根据 这 种 现象 提出 从 温度 对 涌 定 
HREM KA DNA 的 理论 可 逆 涌 定 曲 巷 。 将 DNA 在 
0.4°C 的 pH 调节 至 3 ,恢复 至 中 性 ， 然 后 在 25°C VEIN eR 
赣 涌 定 , 糙 果 和 完全 变性 的 涌 定 曲线 相 比较 ,发 现 沟 0.4*0 的 处 理 
后 ,有 60% 的 氧 键 保持 完整 。 根 据 此 车 果 得 到 可 逆 清 定 的 理论 曲 ， 
线 ( 图 17,，AOB)。 一 旦 获得 了 天 然 的 和 变性 的 DNA fy A IR 
定 曲线 (AOB 及 AD), 就 可 以 从 二 者 之 问 的 可 逆 涌 定 曲线 如 AI， 
ARAMA TUBS, TR =o OYE AFE 


Heb FP SAKA ie ee EW, RAS APE 曲线 上 了 
点 的 完全 变性 满 定 曲 继 上 的 点 。 

温度 对 顺 涌 定 过 程 中 所 引起 的 不 可 逆 变 性 的 百分数 的 影响 有 
如 图 18 所 示 。 从 图 上 可 以 看 出 在 任何 一 定 离 解 度 时 ,变性 的 程度 
决定 于 温度 。 在 25°C, HEAR 0.0~0.2 当量 时 ，B8 是 雳 ,但 
千 合 量 增 至 1.9 一 2.2 当量 时 , 8 迅速 增长 至 1。 在 35"C,， 曲线 更 “ 
陡 。 在 酸 和 结合 量 达 1.86 当量 时 ， 变 性 达到 10092， 即 B=1, 在 
0.4°C, “4M A mA 2.2 当量 时 ,8 未 超过 0.4。 根 据 Peacocke 
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每 4 克 原 子 磷 烙 合 的 酸 当 量 

图 18 ”在 不 同 温 记 ,和 结合 酸 量 与 不 可 递 断 

裂 的 氨 键 分 数 ( 6 ) 的 画 数 关系 ; 虚线 表示 

如 果 在 变性 时 ， 氢 键 的 断裂 都 是 不 可 逆 的 
情况 下 , 8 SEGRE. 


及 Preston!*"),4#¢— 0.75°C BY, Bab 
在 不 同 温度 的 加 酸 注定 不 仅 是 酸 变性 ， 同时 也 包含 温度 变性 ， 4q 


。 因此 加 酸 引 起 分 子 的 全部 变性 时 ， 氢 幼 破 型 的 临界 数值 是 温 谍 的 


画 数 。Cavalierirse 等 的 工作 指出 (图 19) ,在 一 切 温 度 下 存在 有 


SEAS E OEE, 它们 是 天 然 的 和 变性 的 DNA 的 可 】 


逆 涌 定 曲线 ,但 是 在 顺 涌 定 曲线 上 ,从 何 处 开始 发 生 不 可 逆 变 性 作 
用 ， 则 依 温度 而 定 。 他 们 的 烙 果 和 Cox 及 Peacocke’) 的 近似 ，， 
因 图 19 的 FY FY 等 相当 于 图 17 的 也， 因此 在 转折 点 之 前 ， 
涌 定 盟 线 是 可 逆 的 ,在 转折 点 之 后 , 则 不 可 道 。 tS 
HA ER aH DL, BE a De a FP, 
DNA AAAS HE HY RS AE ER TR, 但 热能 较 小 , 双 
HT FS ka A 9 SR RARE» BNE: FE MER Ui, F LED IBA 
了 解 。 
在 DNA 溶液 中 加 大 酸 或 碱 , 除了 可 以 观察 到 请 定 曲线 的 改 ， 
变 之 外 ,也 引起 了 DNA 物理 性 质 的 改变 。 当 DNA 洲 液 的 PH 


PRI MEE 2.6 时 , 分子 量 未 发 生 改 变 ， 但 DNA 离子 有 显著 收 
缩 5””"。 根 据 光 散 射 的 测定 ,在 p 互 6.5，3.0 及 2.6 时 ,，DNA 离 
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盐酸 (毫克 当量 )  : 


1/ pe © 37°C Mt He 
vs 63°C : 
Shanes vi © 78°C MAI % 
i ais 
ms ae 
图 19 DNA-Na 在 不 同 温度 的 滴定 曲线 。 te 


各 点 表示 不 同 温度 的 曲线 .在 78°C HITS a 
Pa eee eet area a a 


FEED Ws 2050 A, 1770 A 及 880 Acs1。 加 碱 时 也 发 
ALTA PETES, WOCHCN BAR HC, PHT my, 4 774F By 2600 A 
(w=0.165) ,在 pH 12 时 ,下 降 至 950 有 ,变化 和 加 酸 时 平行 rs。 
在 加 酸 或 加 破 时 ， 粘 度 也 有 改变 。 当 pH 达到 狗 3.7 时 ，DNA 
游 液 的 特性 粘度 开始 下 降 , 在 pH 3.7 和 2.8 之 问 有 猛烈 下 降 


oe ee eee Oe WO) eee ae 
pH 


20 p 互 对 小 牛 胸腺 的 DNA 钠 盐 的 特性 粘度 hapa 
的 影响 


四 
) 二 4 { Ns \ . 


(图 20)5?e21。 同 样 ,特性 粘度 在 p 联 达 12 时 ,开始 迅速 下 降 c。 
此 外 5 随 DNA 溶液 的 pH (i Ages, OE A, 
这 些 物 理性 质 的 改变 显示 加 酸 或 加 碱 引起 了 DNA 氢 键 的 部 分 断 是 
2, FMAM, DNA SPRATT OG BIRTH, 
DBA MIA | ae 
3. MRA IBRMEREAR DNA 洲 液 加 热 时 可 以 发 生 不 时 
可 逆 的 变性 作用 。 这 种 变性 只 在 一 定 临 界 温度 之 上 发 生 c。 临 时 
。 界 温 度 的 高 低 和 离子 强度 以 及 DNA 的 天 然 状 态 和 来 源 有 关 。 临 
界 温 度 的 范围 是 70~85?C。 q 
如 将 DNA 溶液 在 临界 温度 以 上 的 某 一 温度 加 热 一 定时 间 ， 
然后 痊 却 至 室温 ， 则 变性 DNA 的 理化 性 质 与 未 变性 的 有 显著 的 
不 同 。 例 如 ,将 小 牛 胸腺 DNA( 痪 子 强度 0.15, 中 性 .5 也 ) 在 1002C 
加 热 ， 特 性 粘度 即 由 原来 的 72 下 降 至 4; 均 方 千 径 由 原来 的 
3000 A FRE 1000 A, 但 数 均 分 子 量 (M。=7.7x10) 及 沉降 系 ， 
数 (S20(10"*) = 24] 均 不 改变 ce]。 可 见 热 变 性 的 DNA 的 性 质 更 
接近 于 无 规 线 团 。 
如 将 DNA 溶液 在 临界 温度 以 上 的 不 同 温度 加 热 一 定时 间 
(20 分 钟 ) , 沦 却 至 室温 后 ,测定 其 比 粘度 , 则 发 现 比 粘度 下 降 依 加 
热 温 度 的 不 同 而 各 异 。 加 热 温 度 较 高 的 ， 其 比 粘度 下 降 较 多 。 比 
粘度 下 降 至 一 定 程 度 即 不 再 下 降 ， 虽 延长 加 热 时 间 也 不 改变 〈 图 
21)[s%s5]。 这 可 能 是 由 于 DNA 分 子 是 不 均一 的 ， 当 某 些 分 子 已 
完全 变性 时 ， 另 一 部 分 可 能 完全 没有 变性 。 如 果 这 是 正确 的 , 则 
DNA 的 热 变性 是 一 种 “全 或 无 "的 过 程 。 但 另 一 可 能 是 分 子 各 部 
分 氢 键 的 稳定 程度 是 不 相同 的 。 当 某 一 温度 时 ， 某 些 氢 键 发 生 断 
有 裂 ， 而 其 他 部 分 则 未 断裂 。 如 果 这 是 对 的 ， 则 热 变 性 应 具有 中 间 
阶段 。 目 前 一 般 伺 趋 向 于 认为 后 者 具有 较 多 的 理论 依据 ,Marmue 
及 Doty [ee] 的 试验 指出 饲 - 胞 核 碱 间 的 氢 键 较 腺 - 胸 核 碱 间 的 为 
RE, 饥 - 胞 核 碱 含 量 较 高 的 DNA 的 变性 温度 也 较 高 。 图 22 显 
示 变 性 温度 (Tn) 是 核酸 的 高 - 胞 核 碱 含 量 的 画 数 。 当 曲线 外 推 
EM - 胞 核 碱 含量 为 零 时 ， 变 性 温度 为 69"C， 此 温度 与 合成 的 
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图 21 ”在 不 同 温度 .处理 时 间 与 DNA-Na 
特性 粘度 的 关系 。 


0 


SLUM + HUE 


Tm(°C) 
图 22 ”变性 温度 (Tm ) SE - lame SAAR 


1.。 草 分 枝 杆菌 ; 2. 沙 雷 氏 菌 属 ; 3. 大 肠 杆菌 ; 4 ER 
5. 小 牛 胸 脐 ; 6. 肺 类 球菌 ; 7. 酵 母 ;3 8. 噬菌体 Tes 9. 只 
BZARTHAKRS RRR. 


— Shae 


腺 - 胸 DNA 的 变性 温度 极为 符 | 


合 。 


加 热 变性 的 DNA PEATE 
外 吸收 增高 ,在 洲 液 冷却 后 ,紫外 
吸收 有 所 下 降 ， 但 远 不 能 恢复 原 
来 的 数值 (图 28), TRB 
" 20 80 40 50 60 70 80 90 100 肖 oe pcp i re 
ia 温度 CO) APSE ERA, UBER aD 
‘4s B23 DASH A-RSRAETR, SR 
4 中 的 楷 外 吸收 改变 新 形成 的 程度 与 气 键 破坏 的 程度 
有 关 ， 破 坏 程 度 合 大 ， 则 恢复 仍 少 。 
”变性 作用 发 生 的 临界 温度 和 溶液 的 离子 强度 有 关 cem。 降低 四 
。” ， 游 液 的 离子 强度 则 临界 温度 也 下 降 ， 也 即 电解 质 对 DNA HTN 
， 变性 具有 保护 作用 。 ee 
而 显著 增加 。 1 
4 变性 剂 对 腕 氧 核糖 核 酸 的 影响 RB 盐酸 股 及 水 杨 酸 钠 ， 
等 能 使 蛋 自 质 所 名 断裂 的 物质 应 当 也 能 促进 DNA i iE fr | 
用 。 
Rice 及 Doty HET SMIRK, 3.2MERMMERO. SMA REM ! 
| 对 DNA 变性 的 影响 。 彼 等 指出 ,在 加 入 这 些 物 质 时 ,加热 变性 的 
We SRE BUTS MCP 24)[s9。 脲 的 影响 便 沟 相当 广泛 地 研究 过 , 但 
， 是 不 同 工 作者 所 得 的 车 果 有 差别 。Rice 及 Doty") 发 现 ， 在 室 。 
Hk, WRATAG 0.15 M NaCl 存在 下 的 DNA 洲 液 的 特性 粘度 无 影 
Hy , 4. Conway!**) 则 发 现 粘 度 上 升 ，Mathieson 及 Porter") 发 
| 现在 含有 0.2M NaCl 的 DNA 溶液 中 加 入 脲 时 ,其 流动 双 折 身 
， ， 测定 显示 分 子 的 柔韧 性 增加 ,表示 有 部 分 氨 键 断裂 。 

以 上 的 精 果 以 及 其 他 的 一 些 工作 显示 引起 蛋白 质 氢 键 断裂 的 
RA) ORS HOR ART Lie DNA 的 任何 明显 的 变性 ,但 它们 可 
| ，， 乌 在 其 他 方法 引起 的 变性 作用 中 起 辅助 作用 。 | 
an BZ DUEJL REPEL E AIDA IE oe SEE PE EES CE 


— ss — 


4 
08.2 MiX-HCl 
20.8 M 水 杨 酸 纳 


[nrla=0/[Msla=0 


图 24 DNA-Na 在 氧 键 破坏 剂 存在 - 

1 下 加 热 一 小 时 的 特性 粘度 改变 

的 断裂 , 以致 原来 的 、 较 具有 刚性 的 分 子 崩 溃 ， 变 成 具有 索 大 和 柔 利 
性 的 形式 。 有 些 DNA 在 变性 后 ， 两 条 链 由 于 残留 的 或 是 重新 形 
成 的 氢 键 的 存在 , 仍 糙 合 在 一 起 而 不 分 离 , 但 近来 也 发 现 一 些 来 源 
FH DNA 的 变性 之 后 ， 两 链 可 以 完全 分 开 。 因 此 从 DNA 
变性 的 太 究 可 以 证实 Watson-~Orick 所 提出 的 DNA Je rh St 
HE BB. 

(四 ) PRSIHERERAUERSE © “Watson-Crick 为 所 人 
DNA 稳定 性 的 主要 的 甚至 是 唯一 的 因素 。 在 以 上 各 节 也 只 介 狠 
了 和 氢 键 在 DNA 稳定 性 中 的 作用 。 目 he 
是 DNA 稳定 性 的 唯一 来 源 。 

相 邻 碱 基 对 之 问 的 非特 异性 吸引 也 有 同样 重要 性 。 关 于 这 方 
面 的 证 据 有 以 下 两 方面 。 首 先 ,蛋白 质 的 变性 剂 ,如 脲 、. 且 ,水 杨 酸 
盐 等 几乎 对 DNA 没有 变性 作用 。 这 些 坛 剂 是 打 断 氢 键 的 ， 因 此 
氨 键 可 能 不 是 主要 负责 DNA 稳定 性 的 。 其 次 ， 变 性 的 竹 计 力学 
处 理 要 求 有 相当 的 、 碱 基 对 之 问 的 ,作用 方向 与 长 轴 平 行 的 相互 作 
用 ,以 便 变 性 作用 能 发 生 在 狭窄 的 温度 范围 之 内 57o79。 

从 非 水 洲 剂 对 螺旋 结构 影响 的 研究 中 ,Helmkamp 及 Ts'o572 


一 89 一 


_—~ = iS * ” © all — 7 a 7 = - ~ — ~~ _ St —_ oe 0 Pl ee 
6? ae, 4 “ > ~ a a a Re -ia Epo ‘Pe. near: 
ay ho omer, Saray res ea Ser Se - Yi a AAA en ee " A 
x A F _ > ‘ = eS " 二 - Ys = a a we. —_——- - ne. 二 
. . > " . 1 =f 
’ 7 =" 
= 本 
四 
“ 


Wi — re rage ange “os, ser tio ts, 


Fe ee Te Peay Cae ae Sey ee ee ee 
Dine : , le bid vl le 


研究 了 甲 酰 腕 及 二 甲 基 亚 硕 的 影响 ; Herskovits, Singer 及 Gei- 
quschek7] 除了 上 渡 两 种 试剂 之 处 还 研究 了 二 甲 基 甲 酰 腕 及 数 
种 醇 类 的 影响 。 这 些 和 车 有 果 都 指出 恰 水 力 对 螺旋 车 构 的 重要 性 。 所 


。 有 这 些 溶剂 ,如 加 入 足 量 至 水 溶液 中 , 都 能 使 螺旋 千 构 破坏 ， 其 用 


量 可 以 表示 腊 称 定 作 用 的 强 蚤 。 最 强 的 腊 稳 定 剂 是 二 甲 基 亚 硕 及 
二 甲 基 甲 酰胺 ,它们 能 接受 氢 键 , AREER, 因为 它们 没有 


活泼 的 所 。 醇 类 中 甲醇 及 乙醇 则 赤 好 。 这 些 和 结果 不 符合 氢 键 在 稳 


jE DNA 的 车 构 中 起 主要 作用 的 看 法 ， 但 符合 愉 水 力 的 概念 。 根 ， 
据 恰 水 力 的 概念 ， 有 机 洲 剂 的 胸 稳 定 作 用 是 它们 对 螺旋 内 部 呀 只 
FM OE EET BHR. | 
- Lerman!’ 及 Luzzati, Masson & Lerman!) 研究 了 
DNA 和 人 氮 草 、 氮 韶 橙 及 前 黄 素 等 染料 的 结合 。 此 等 染料 的 分 子 
是 局 平 的 ;和 DNA 猪 合 时 ， 则 千 合 在 相 邻 碱 基 对 之 间 ， ERR eh 
长 与 硬化 , 件 以 特性 粘度 的 大 量 增 加 。 沉 降 系数 只 有 很 少 改 变 , 毅 
明 没 有 发 生 聚 合 。 这 现象 也 符合 上 壕 的 愉 水 力 概 念 。 
也 应 当 考 虑 静电 吸引 力 对 DNA 稳定 性 的 作用 。 在 中 性 PH, 


每 一 磷酸 基 团 带 有 一 个 负电 荷 ， 因 此 螺旋 上 的 电荷 密度 是 相当 大 


的 。 但 由 于 一 个 磊 基 对 的 两 个 电荷 间 的 距离 狗 为 20 及 ,它们 之 
HV OAR BEER. BERLE, BIRR 
对 变性 温度 有 显著 影响 ,例如 在 0.1 M NaCl 中 , 小 牛 胸腺 DNA 
的 变性 温度 在 90°C 左右 ,在 0.001 M NaCl 中 则 降 到 室温。 二 价 
阳离子 在 隔断 电荷 的 作用 中 更 为 有 效 ， 如 10-* M MgSO, 可 以 在 
ink DNA 稳定 。 

(五 ) 胸 氢 核糖 核酸 的 降解 加 热 、. 酸 碱 、 超 声波.X 线 .DNA 
酶 等 都 可 以 引起 DNA 的 降解 ,但 降解 的 机 制 则 不 相同 。 

加 热 或 加 酸 碱 最初 引 起 DNA 变性 , 氢 键 断裂 , 继 之 以 磷酸 酯 


” 键 断 裂 ， 引 起 降解 ， 因 此 在 大 量 降解 发 生前 ， 螺 旋 的 双 链 已 大 至 


BFR, DNA 酶 、 超 声波 、 驻 龙 的 作用 恰恰 相反 。- 以 粘度 及 
260 毫 微米 此 外 吸收 妃 随 上 述 处 理 过 程 的 试验 显示 粘度 已 有 相当 
大 的 下 降 时 ，260 毫 微米 的 紫外 吸收 则 并 未 上 升 cs9。 这 散 明 在 
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在 DNA HORMEL EE HP , RIPPLES BERET PADI BL),  He 

Fe DNA 是 双 链 烙 构 的 理论 。 因 为 在 开始 时 , 双 链 的 相应 部 分 同 

时 受 酶 的 作用 而 断裂 的 可 能 性 较 小 ,但 酶 解 过 程 继续 下 去 的 时 候 ， 

这 种 可 能 性 增加 了 。 

《从 降解 压 记 的 片断 的 分 子 量 与 沉降 未 数 之 间或 分 子 量 与 特性 

粘度 之 间 的 一 定 关系 可 以 推测 DNA 的 分 子 构 型 。 在 “DNA 在 洲 
液 中 的 分 子 构 型 ”一 节 中 已 沟 提 到 Doty 等 的 工作 。 Cox 等 ce 
JAX RSS te DNA 的 降解 ， 糙 果 指 出 分 子 量 (M) 与 特性 粘 
度 ([5]) 服 从 以 下 关系 : [7]=kM?%， 属 明 分 子 烙 构 介 于 刚性 棒 
(指数 为 1.7) 与 无 规 线 团 ( 指 数 为 0.66) 之 间 。 


=, BoB ats 
(一 ) 核糖 核酸 的 X THO MRNA 的 浓 溶 液 中 用 
玻璃 棒 率 引 的 方法 虽然 也 能 得 到 RNA 内 礁 ， 但 不 能 摄 得 清楚 的 
X 绪 衍射 照片 。 这 可 能 是 由 于 分 子 的 排列 程度 不 佳之 故 。RNA 
的 和 X 线 衍射 照片 如 图 25 所 示 s1。 求 源 于 酵母 小 牛 肝脏 ,小 牛 胸 
腺 以 及 烟草 斑 粒 病毒 的 RNA iy XARA, TARR 
明 不 同 来 源 的 RNA 都 具有 相同 的 精 构 ,但 也 可 能 照片 还 不 够 好 ， 
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图 25 RNA 和 峨 和 维 的 民 线 衍射 图 
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iit. FIMO me 8.3~4.0 A 的 规则 间 隔 的 衍射 
的 二 灯 重 复 距离 。 在 子午 线 的 13 A 和 4A PE A 


ok, RNA 和 DNA 的 量度 有 显著 的 类 似 ， 但 是 ， 根 据 驻 缕 衍 射 
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尽管 RNA 的 X AEN AMER BIE MELT CP HE 


Mo RAE ORBEA, MaRS 
距离 是 25 一 28 信 ， 而 结晶 型 (A 型 ) DNA 的 则 为 28 A， 牛 结晶 
型 (B 型 ) DNA 的 则 为 34A。 此 外 图 形 从 显 示 在 12~14 Aa 


认为 是 有 螺旋 千 构 的 表示 "1。 赤 道 攻 街 射 点 不 够 清晰 , 因此 难 时 
于 准确 地 测定 螺旋 的 直径 ,根据 估计 ,在 中 一 25 A 之 问 。 如 此 看 


FARRAR AE REDS RNA 是 双 链 抑 或 单 链 反 折 狂 成 的 双 螺旋 分 子 。 q 
Zubay 及 Wilkins!**) 认为 RNA 可 能 类 似 DNA RSE 
酸 的 略为 不 规则 的 混合 物 , 也 有 非 螺旋 区 。 q 

EEK, MAM eee X EATER EE 
合成 多 核 昔 酸 都 具有 螺旋 结构 ,而 且 都 是 核 碱 在 里 面 ， 糖 -磷酸 链 
在 外 面 。 多 腺 核 苷 酸 形成 双 链 千 构 。 在 中 性 ， 多 腺 核 昔 酸 与 多 尿 
核 背 酸 互相 盘 红 形成 螺旋 复合 体 ， 其 结构 与 DNA 的 相仿 佛 。 但 
是 天 然 RNA 是 否 也 具有 相同 的 车 构 ， 则 不 能 断言。 很 可 能 天 然 
RNA 在 千 构 的 规律 性 上 上 比 合成 的 RNA 或 天 然 DNA Be 

(=) 核糖 核酸 的 核 碱 组 成 ”在 DNA， RE Slee 


KO 从 组 织 及 姻 胞 中 提取 的 一 些 RNA 的 区分 子 头 系 ， 


a + a 
牛 肝 17.10 | 27.30 | 38.90 | 21.70 0.79 0.80 4 
ae 19.70 | 26.70 | 33.40 | 20.20 0.97 | 0.80 | 
RG 19.40 | 29.50 | 30.70 | 20.40 0.95 0.96 
海胆 ， 22.56 | 29.42 | 27.19 | 20.82 1.09 1.09 
酵母 25.40 | 24.60 | 22.63 | 27.37 0.93 1.09 
粘 质 沙 赴 氏 菌 20.30 | 31.20 | 24.30 | 24.10 0.84 1.28 
KR 25.30 | 28.80 | 24.70 | 21.20 1.19 1.16 
REIT 20.85 | 20.75 | 27.10 | 21.25 0.98 | 1.18 
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es | EES ep arn en .但 在 RNA， 


有 不 能 配对 的 环 状 部 分 (成 环 作用 , 见 下 女 )。 


四 
天 方法 已 有 很 大 进步。 Fraenkel—Conrat**] 及 Gierer 及 Sch- 
ramm®*9) 3261, MIG SEO TETHER PERE, BE 
PHONO HEAL TRMARE I. 

FRNA 的 分 子 量 过 去 有 过 等 论 。 最 近 认 为 未 降解 的 样品 
所 测 得 的 分 子 量 一 般 竺 超过 10° ( 表 7 ), 早 期 获得 的 数值 , 在 1 
或 10° 以 下 的 ， 表 示 样 品 有 降解 。 烟 草 斑纹 病毒 核酸 的 分 子 量 多 
过 许多 人 的 测定 ,都 认为 在 2x10* 上 下 。 由 此 可 见 RNA HF 
HAE DNA 的 小 太 多 ， 如 果 烟 草 斑纹 病毒 RNA 证 明 是 单 链 
螺旋 , 则 二 者 的 一 条 多 核 苷 酸 链 的 分 子 量 是 很 近似 的 。 

RNA 高 子 的 长 度 因 洲 液 离 子 强度 的 改变 而 不 同 。 Hopkins 
& Sinsheimer®") 以 光 散 射 法 测 出 RNA (烟草 斑 和 纹 病 毒 ) 分 子 


Hef auth 1 ( 表 6 )。 这 可 能 是 由 于 RNA 具有 非 螺旋 区 , 久 及 


“三 ) 在 溶液 中 核糖 核酸 的 形状 和 大 小 ”近年 来 , RNA 的 担 


的 长 度 为 1600A， {AMA ARKH 1050A, Boedtker 


(100) 测 出 烟草 斑 坟 病毒 RNA 的 均 方 个 径 为 300A， Timasheff 
等 69 测 出 腹水 癌 的 高 分 子 RNA 的 均 方 后 径 为 320 A( 在 0.02 M 
磷酸 钠 及 0.08 M NaCl 中 ), 和 全 伸展 时 的 长 度 比较 , 襄 明 分 子 不 


RT 不 同样 品 的 RNA 的 分 子 量 


源 ， 分 子 量 x 10-5 油性 2 B GBC 献 
酵母 1.0~3.0 沉降 ， 特 性 粘度 [91] 
TAR 1.5 ” 光 散 射 [93] 
BU 2.64 | 沉降 - [93] 
牛 肝 1~8 沉降 ,特性 粘度 [91] 
KASEI 2.0~2.9° 沉降 ,扩散 [94] 

A ERA: 1.5~1.8 沉降 ,特性 粘度 [94] 
iA ERUA 16 沉降 ,特性 粘度 [95] 
KA EBA Te 10~20 沉降 ,特性 粘度 [91] 
烟草 斑纹 病毒 11 光 散 射 [96,97] 


腹水 癌 11 光 散 射 [98] 


一 93 — 


是 棒状 ,而 是 具有 高 度 盘 线 的 构 型 。 

Boedtker‘* 指出 RNA 的 特性 粘度 依 宛 子 强度 而 改变 。 
将 烟草 斑 科 病 毒 RNA 溶液 的 离子 强度 由 雳 二 这 0.2(p 互 保持 中 
性 )， 则 其 特性 粘度 下 降 两 倍 。 这 表示 分 子 有 和 柔韧 性 ,但 下 降 程 度 】 
AK, 此 点 很 难 理解 , 尤其 是 Hopkins 及 Sinsheimer!"! Rie 
报告 烟草 斑 和 蒋 病毒 RNA 在 离子 强度 为 雳 时 是 棒状 构 形 。 离 子 强 】 
度 对 大 肠 杆 菌 RNA 的 粘度 则 有 较 大 的 影响 ， 离 子 强度 从 雳 增 至 时 
0.2 时 ， 特 性 粘度 下 降 60 倍 Pe9。 因 此 不 同 来 源 的 RNA 在 和 结构 
上 也 可 能 有 不 同 之 处 。 

RNA 的 粘度 也 依 温度 而 改变 。Boedtkerc"] etm CW 
毒 RNA J 6°C 增 至 25"0 时 ,发 现 粘度 增加 50 匈 , 但 改变 是 可 敌 慎 
的 ， 与 此 观察 相符 合 , 光 散 射 测定 显示 分 子 因 温度 的 增加 而 每 张 ， 上 
sbecliminmngimmtalalitelilatiniie 
PID. } 

RNA Wye A IES. Sem SFB Ee BOLT 
St PRE, 在 0.1M 以 上 NaCl 中 , 流动 双 折射 变 为 弱 人 值 。 这 
与 DNA fa, DNA 具有 强 负 值 的 流动 双 折射 。 j 


8 GRE my TMV RNA ATH BK 


T (°C) M.(x10") | 均 F 中 @ nsp/¢ : 
开 始 6 2.0 306 A 0.725 ) 
25 1.9 375 A 1.10 | 
恢复 至 6 1.9 326 A 0.82 ; 
| 


游 剂 是 磷酸 缓冲 液 0.06 B 子 强度 ， pH 8.5, 


| MPM RNA 都 有 高 度 的 低 色 性 。 低 色 性 傅 温度 而 
改变 。 光 度 升 高 则 低 色 性 降低 ,但 影响 是 比较 徐 绥 而 不 是 突然 的 。 
转变 温度 的 高 低 与 RNA 的 化 学 成 分 有 关 ， 篇 便 味 只 含量 增加 时 
则 转变 温度 升 高 ks， 但 有 一 点 与 DNA 不 同 , 即 在 温度 升 高 时 所 
引起 的 紫外 吸收 的 增加 是 完全 可 道 的 。 

天 然 RNA 在 低温 有 较 高 的 比 旋 度 ( 右 旋 )。 在 20°C, 烟草 斑 


ae Ls 
fy RNA 的 此 施 度 网 为 +190etea， 但 在 80°C 则 降 至 接近 
BUEN NESE AUN te TN, 
Doty RIAU wi RNA 分 子 中 有 多 数 不 完 整 OR 
许 区 ,温度 上 升 至 一 定 程度 时 螺旋 千 构 转 变 为 无 规 线 团结 构 。 
根据 温度 对 RNA 的 低 色 性 和 比 旋 度 的 影响 ，Doty 等 cs5 提 
Hatt RNA 螺旋 程度 的 方法 。 假 定 合成 的 多 腺 核 背 酸 和 多 
RABE BRINE Atk (Poly A + U) 在 低温 的 螺旋 程度 为 100 匈 ， 加 
温 至 一 定 程度 可 以 使 螺旋 程度 降 至 雳 ， 比 较 Poly A+U 和 天 然 
RNA 在 低温 及 高 温 间 的 低 色 性 或 比 旋 度 就 可 以 估计 出 天 然 样品 ， 
的 螺旋 程度 。 使 用 此 法 ，Boedtkerrto21 估计 烟草 斑 蒋 病毒 RNA 
的 螺旋 程度 是 60%, » 
Timasheff 等 cs] 以 Luzzati 氏 的 绝对 小 角度 X KERR 
究 了 了 RNA,， 发 现在 稀 盐 溶液 中 RNA 分 子 具 有 短 的 刚性 棒 烙 构 ， 
其 单位 长 度 的 质量 和 厚度 和 DNA 的 相似 。 棒 状 烙 构 虽 对 蒸 饮水 
透析 数 小 时 后 仍 保持 不 变 。 棒 状 糙 构 占 RNA 总 质量 的 9095， 此 
数值 较 Doty 的 估计 高 很 多 。 
总 之 ， 对 RNA RARE TM, MU RNA 具 
有 较 DNA 和 柔韧 的 辣 构 ， 具 有 部 分 螺旋 区 ， 螺 旋 的 规律 性 也 吏 
DNA 为 低 , 螺 旋 是 双 链 棚 成 抑或 单 链 反 折 粗 成 ,还 不 清楚 。 
(四 ) Doty 等 关于 核糖 核酸 二 级 结构 的 “成 环 ” 假 说 ”最近 
Doty 等 2o9 对 RNA 的 二 航 烙 构 提 出 一 个 所 谓 “ 成 环 ” 假 裔 。 根 
据 他 们 过 去 的 工作 ， 诈 明 RNA Ae eR HER (40~60%), 18 
是 有 两 个 问题 未 能 得 到 解决 ， 一 是 占有 大 狗 牢 数 的 碱 基 是 如 何 适 
当 生 入 这 些 螺旋 区 的 ; 二 是 螺旋 区 的 长 短 如 何 。 关 于 这 方面 的 间 
题 ,他 们 从 以 下 的 研究 得 到 启发 。 
Fresco 及 Albertrtos1 发 现 含有 一 些 杂乱 排列 的 尿 核 昔 酸 的 
多 聚 腺 核 背 酸 链 仍然 可 以 和 多 聚 尿 核 苷 酸 链 千 合成 双 链 螺旋 。 同 
样 ， 含 有 一 些 腺 核 背 酸 的 多 聚 尿 核 昔 酸 链 也 可 以 和 多 聚 腺 核 音 酸 
SHAKE Le TED ees, 因此 他 们 推测 在 形成 螺旋 时 ,不 能 成 
对 的 碱 基 可 能 形成 < 环 ” 而 被 排出 于 螺旋 之 外 。 


据 此 Doty 等 ee 认为 天 然 了 NA 也 有 同样 情况 。 如 果 有 万 
IME, 则 碱 基 问 可 能 形成 的 氢 键 数目 将 大 为 增加 ， 例如 2274 
意 排 列 的 核 上 酸 租 成 的 多 核 音 酸 最 多 只 能 形成 三 个 氢 键 ， 平 均 罚 
两 个 ， 如 果 尤 许 成 环 ， 则 最 多 可 以 形成 七 个 氢 键 ， 平均 为 6 个 (图 
26)。 
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图 26 ”核糖 性 酸 的 成 环 作用 


成 环 的 烙 果 会 使 螺旋 的 稳定 性 下 降 。 这 是 由 于 % 环 ?的 形成 
成 负电 荷 的 堆积 而 增加 静电 斥 力 所 致 。 同 时 ,“ 环 ”会 对 邻近 的 螺 必 
旋 区 造成 张力 。 以 Tu (转变 温度 范围 的 平均 值 ) 值 为 螺旋 稳定 性 
的 指标 ,多 聚 AU 及 多 聚 吕 的 螺旋 (A 代表 腺 核 音 酸 , U 代 表 尿 核 】 
FPR) ,在 成 环 的 核 背 酸 残 基 不 超过 1/3 时 ， 能 在 25°C 稳定 ， 在 此 ， 
复合 体 中 只 有 多 聚 AU 键 上 有 环 。 。 

在 天 然 RNA 的 情况 下 ,应 当 形成 螺旋 的 双 股 都 有 环 ， 这 可 能 | 


”使 螺旋 的 稳定 性 更 为 降低 ， 但 天 然 RNA 具有 较 强 的 饲 便 嘎 哈 和 ， 


胞 喀 啶 间 的 氢 键 ， 可 能 补偿 上 述 影响 而 有 余 ， 因此 推测 在 天 然 ， 
RNA '} , BEGEA 1/3 核 苷 酸 残 基 形成 环 , 仍 能 在 25°C BE. 
螺旋 优 短 则 Tu BA, Doty 等 以 长 链 多 聚 了 和 不 同 长 度 的 
短 链 多 聚 A 糙 合 , 观 察 其 Tu， 灶 果 指出 当 多 聚 A 的 核 彰 酸 数目 为 ， 
4 对 ，T。 狗 为 25"0。 天 然 RNA 由 于 有 篇- 胞 键 ， ee 
的 稳定 程度 ,因此 推测 在 20°C, ASLAM RE EMRE eI 


Hi Doty 等 的 假说 有 下 列 特 征 。 
1. RNA 是 单 链 分 子 , 其 二 和 级 结构 是 分 子 内 部 的 相互 作用 而 ， 
产生 的 。 
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2. 几 种 可 能 的 二 般 和 结构 中 以 DNA 型 的 双 链 螺旋 最 为 稳定 

<ul =- 尿 对 为 强 。 

. FE 25°C 和 中 等 离子 强度 ， 元 环 的 最 短 螺旋 长 度 鞠 为 4 对 

pete. 

4, 在 以 上 情况 下 ，, 假定 饥 - 胞 及 腺 - 尿 对 的 含量 相等 ， 则 会 有 

6 个 碱 基 对 的 螺旋 区 可 以 尤 许 有 3 个 成 环 的 枝 背 酸 残 基 〈 总 核 昔 

酸 的 1/5)。 更 长 的 螺旋 区 可 以 尤 许 有 eh 的 核 背 酸 突出 成 环 而 不 
致 破坏 它 的 稳定 性 。 

5. RNA 由 于 成 环 作用 而 获得 最 稳定 的 构 型 。 

6. 螺旋 区 之 问 由 短 的 单 链 连 接 。 

根据 以 上 特征 ,一 个 由 90 个 核 苷 酸 杂 乱 组 成 的 多 核 背 酸 链 可 ， 

以 形成 如 下 的 构 型 (图 27a Keb), 其 中 以 b WAR EBE A, ， 


_ 


LS: 


二 一生 


图 28 不 同 离 子 强度 和 温度 下 高 聚 RNA 大 分 子 在 海 液 中 构 并 
及 智 构 的 可 能 转变 
(a) 松 散 的 无 规 线 团 或 舒张 链 (在 不 含 盐 或 高 温情 况 下 ); «= (b) Ree, B 
”有 部 分 排列 整齐 的 螺旋 区 (低温 、 低 离子 强度 情况 下 )》 (lee, RA 
螺旋 区 (在 低 旭 、 高 次 子 强度 情况 下 )o 
ab 在 不 含 盐 的 水 洲 液 中 加 大 盐 , 及 相反 地 ,在 低温 除去 盐 (在 室温 或 低 于 室 
温 ); 或 将 游 液 加 热 (b 一 >a) 及 相反 地 ,在 低 离 子 强度 将 洲 液 沦 却 。 
b=c 在 低温 (室温 或 室温 以下 ) 增 加 或 相反 地 ,降低 离子 强度 。 
ca 在 高 离子 强度 ,将 溢 液 加 温 或 相反 地 将 热 游 液 痊 却 。 


——— 
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Py 1 fr ae 
KE 而 a 型 中 则 有 较 长 的 不 稳定 区 。 


AWRY, RNA 可 以 有 不 同 的 结构 。 
在 没有 二 价 阳 离子 的 水 溶液 中 ,或 高 温 稳 冲 液 中 ，RNA- 的 和 


28 2), 
FEMI, RNA STE RE Eh HH 
具有 螺旋 区 。 从 这 一 构 型 转变 为 每 张 的 构 型 不 是 逐渐 的 而 是 具有 
“和 相 ?的 转变 的 特征 ， 或 称 之 为 “融化 >。Dvorkin 及 Spirin 的 电 
繁 外 二 色 性 的 测定 如 明 在 室温 胃 冲 液 中 , RNA 的 核 碱 平面 和 分 
隆 的 长 轴 平 行 。 因 此 他 们 认为 短 螺旋 区 是 和 分 子 长 轴 垂 直 排 列 
的 ;螺旋 区 和 杂乱 区 交替 堆 篆 成 紧 供 的 棒 ( 图 28 b)。 

如 再 增加 洲 液 的 离子 强度 ,RNA KDA KEES, 
同时 形成 更 多 的 分 子 内 部 氢 键 (图 28 e) , 和 结果 棒状 的 大 分 子 便 进 
PRR GH, FE Hy Bh TG BWIA. 

三 种 状态 的 相互 转变 有 如 图 28 所 示 。 
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:下 AR 的 TO ‘ge LA nab tet +? 
ee oe Ae rid ssn), lk 人 Cea ah Jee Aad Uni lp iy ie Cae ¢: onthe ay.) hz rk 1 
By er ’ zn . _ ; 1 eight ees i ‘A 


SOU WA ee 


HF Esl Be Se Se Be Scie ATT A AE the 


一 、 TB ANE Ky 质 生 物 合 成 的 Se A ale ae hg ci 


“SEARS, FERS AL AO TORU FETT MEA ET 
FE RPE VER WA ts SER EIT RE IBS 
UE ET CL LA Bese ， 
SRR ENE FET OLE AK T RET Jee ST 

性 核糖 核酸 (s-RNA) 作 用 生成 氨基 酸 -s-RNA JRE HEP, SR 

后 ,氨基 酸 在 酶 的 作用 下 又 从 s-RNA BBR ABR, 
霸 以 一 定 的 位 置 排列 起 来 皮 为 天 链 。 最 后 蛋白 质 从 微 体 杰 出 。 这 


，“ 些 过 程 可 以 简单 的 表示 如 下 *: 
ATP + aa 二 酷 一 一 酶 -人 AMP-aa) APP vsecsneceecers serene (1) 
#ig—( AM P-aa) + s-RNA=—=aa-s-RNA+AMP+ fi ---(2) 
,G 
aa-s-RNA + 微粒 体 核 蛋 白 <as 

机 微粒 体 核 蛋白 -aa +s-RNA ++ 3 

微粒 体 核 蛋 自 放出 蛋白 质 下 0 (4) 
* ARBOR PWS: : . 
RNA 一 核糖 核酸 ; PTU 一 尿 喀 啶 核 背 酸 ; ALS 
s-RNA—FPStER ERS «= DG Ree ERB | 


ATP— figs 9K = PERE 
GTP— Fim et = 


CT P— i ine = AB 


AMP 或 DA—HRUR MS FRE 


CMP 3% pC—) ame iF HR; 


PT — Ji BRE ES ， 
上 王 一 焦 磷酸 ; 
aa 一 氨基 酸 ; 
GSH—xa RAIA EH Ko 


大于 可 队 作 本 本寺 Zc eC HR RARE i ce 
机 作用 机 制作 一 简单 的 介 和 。 a 


好 
ah ae 
Re 


Pe aoe, ee 
; Ty Ys HER (SRN AD) 或 称 细 胞 并 核糖 核 酸 (cell-sap ba . 


| RNA), HRA 100,000 g 超速 离心 数 小 时 后 ,不 被 沉淀 
| 的 低 分 子 核糖 核酸 。 它 在 盐 淤 液 中 的 浴 解 度 比 微粒 体 核糖 核酸 要 


KGS. MLE s-RNA 的 含量 锡 为 核糖 核酸 总 量 的 10~20%. 


—_ 


CGR AIG MER RARE ANNABEL 


4 称 为 "接受 核糖 核酸 (aceeptor RNA), BUR is BRAM transfer 
 RNAY£§41, 


RNA 自 1957 年 由 Hoagland 发 现 以 后 ; ;到 弄 在 只 有 几 年 
”的 时 间 ， 已 烃 成 为 生化 学 家 研究 的 中 心间 题 之 一 。 也 有 了 较 企 面 


的 粽 述 , 是 值得 参考 的 5。 很 多 工作 者 研究 了 不 同 生物 ,不 同 粗 柚 
中 s-RNA 的 本 质 、 特 性 以 及 氨基 酸 -s-RNA 化 合 物 的 反应 。 如 在 


动物 中 研究 过 的 有 大 鼠 呈 "783413638)48)555678] 、 小 咎 [1 豚鼠 性?466]、 


更 Co9 及 猪 z9 的 肝脏 、 豚 肯 乳 腺 22222、 艾 氏 腹水 癌 普 胸 Paostae、 


REWER SAT AR. LTA oP RIESE RE 


Pap B78924780984,060,78]° 酵母 [51)57)58)76] 。 UAE ie PY ai: 和 


质 也 已 有 报导 5 “”)。 


SORNA 生物 活力 的 测定 ,- 般 是 将 所 需 测 定 的 s-RNA 样品 ， 


与 标记 氨基 酸 、 氨 基 酸 激活 酶 、ATP、Mg++ 一 起 保温 ， 然 后 测量 
RNA 的 放射 活性 。 | 


S-RNA 的 制备 方法 大 狗 可 分 为 两 类 。 
《一 ) 超速 离心 法 ”主要 是 利用 s-RNA ERM BRED 


(100,000 g，3~5 小 时 ) 下 不 被 沉淀 的 特性 而 与 微粒 体 的 核 蛋 自 


ASS, HRS RAKE 3~5 小 时 100,000 g 离心 后 ，s-RNA 保留 于 
上 清 液 中 ， 用 琴 抽 提包 除去 其 蛋 身 ,分 出 水 层 , 加 大 酒精 , s-RNA- 
一 105 一 


> 


“到 的 上 清 液 ,抽出 水 层 , In ATER CUTIE s-RNA。 此 粗 制 品 再 以 时 
”REeteola- 徐 蕉 素 树 脂 进一步 纯化 ， 可 以 得 到 电泳 及 超速 离 忆 图 计量 


”中 磨 碎 ， 抽 提 得 到 的 RNA 在 超速 离心 图 谐 上 呈 四 个 峰 ， 多 1M 


RNIB], Hoagland”) RR MEAT BP 
的 s-RNA, Osawal*’] 将 酵母 用 石英 砂 麻 碎 ，6000 g 离心 2 5 
Sh, 取出 混浊 液 , 再 在 78,410 g 下 离心 两 小 时 ， 用 90 妇 酚 处 理 得 时 


上 均一 的 酵母 s-RNA。Tissieres575 及 Brownt59 相 继 用 超速 离 旺 
心 法 分 离 了 大 肠 杆菌 的 s-RNA EL AE aera . 
速 离心 中 也 都 呈 多 一 的 图 导 。 j 

(=) Seas ere Te eT | 
理 ,这 样 用 酒精 沉淀 得 到 的 RNA 往往 是 不 镁 一 的 ,必需 用 其 他 方 轩 
法 除去 其 中 含有 的 大 分 子 。 例 如 Brown”) 将 鼠 肝 直接 在 酚 沙 液 时 


盐分 步 沉淀 ,除去 其 中 的 大 分 子 RNA, SH s-RNA ZEEE 必 
DAM ER RS— (AE BRR DHEA. Zamecnik — 
等 55 用 酚 游 液 直接 处 理 酵 母 ,以 酒精 沉淀 得 到 的 RNA, SB 
处 理 等 纯化 步 呈 , 也 能 制 得 超速 离心 图 评 上 与 一 的 s-RNA。Ofen- — 
gand 等 559 报告 以 热 的 去 污 剂 抽 提 大 肠 杆 菌 的 s-RNA， 然 后 用 
盐 、 了 eteola- 徐 蕉 素 树脂 进一步 提纯 ,可 以 大 量 的 制备 SRNA。 


三 、 可 溶性 杷 糖 棚 酸 的 理化 性 质 与 租 成 “ 


用 上 述 方法 制 得 的 s-RNA 傈 含有 少量 的 多 糖 、 蛋 白质 、 膜 氧 
核糖 核酸 等 杂质 。 不 同 来 源 的 s-RNA 其 分 子 量 均 在 25,000~ 
“80;000, 与 从 测定 末端 而 算出 的 结果 , 即 s-RNA 2th 75~100 
个 核 音 酸 94749996 985994554997988)79) 构成 的 极为 一 致 ， 也 有 个 别 报告 
s-RNA 链 长 为 40 一 60 PH"), FERRER US 
s-RNA FR RACER (EP FET x 10* HA, H&P REM 
升 高 或 盐 浓 度 的 降低 而 增加 ,也 呈 低 色 性 ,如 图 工 所 示 。 
事实 表明 了 (1) s-RNA 和 其 他 类 型 的 RNA 一 样 ， 具 有 大 
” 量 氢 键 烙 合 的 碱 基 对 ,形成 一 定 的 螺旋 区 。 从 保温 过 程 中 eP,。 变 


”化 的 幅度 ， 可 以 计算 出 s-RNA 中 形成 氨 键 的 碱 基 对 占 .40 儿 志 


”mw 二 106 — 


t 


He BEC 258 mp) 增高 百分数 


图 1 im BeANEh ke BEM Air s-RNA ete (258 mw) 的 影响 


AT, (2)s-RNA 键 具有 一 定 的 柔性 ， 在 6 M 腺 溶液 和 落 
镶 水 中 呈 伟 履 状态 ， 在 盐 溶液 中 加 热 引 起 的 变化 在 渝 却 时 可 恢复 
— 95~100 7% , HERAT, 7 | 
ss S RNA HORE MSE, BE KOT 
RNA 那样 大 。 例 如 ,酵母 高 分 子 RNA ek PRA yee 
液 (0.1N NaCl-0.03 Tris) 中 的 22 倍 ,而 s-RNA 3.84807, 
“这 一 个 现象 也 说 明了 s-RNA 具有 一 定 的 柔性 ,在 盐 浓度 增加 时 ， 
分 子 可 以 知 曲 而 粘度 下 降 。 | 
s-RNA fy Heth 2 Uy tt is BL, AWE 1 
#1 sRNA 的 理化 性 质 ce9 
Ri JE 


S20 # we He 
(cm/sec) “to 人 | D | BRE | > = 量 [ee 
单位 力 场 g/cm/sec 107 (cm?/sec) [a]p 

大 肠 杆菌 4.0 0.075 +160 2.6 x 10° 
大 肠 杆菌 4.6 一 一 3.5x 10° 
Kira i 中 一 2.45 x 10° 
腊 状 杆菌 4.0 一 oa aan 
i 4.0 0.05~0.07 +148 |2.83—2.7 x 10°l[57] 
Ss 4.0 — Ha 


鼠 肝 L 
BSI FH 1.85 
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此 外，s-RNA 分 子 中 一 些 不 常见 的 租 成 ， 如 甲 基 化 子 的 碱 
| Ae eLRARe eet AMAR, Donn 5 eT AR 
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克 分 子 /100 AF ROE AE 


微 体 RNA 可 游 性 RNA Pe 

hy eee | is TB nt, NR NL a A " 

4 5- 甲 基 胞 喀 喧 0.4 全 my 
ue) se 0.5 | 8.1 ‘ 

GRRE 0.1 au 

RE REoRMe i Ste B43 

”2- 甲 氨基 ORES 0.1 | 2.3 i 

1 ”2- 二 甲 氨基 6- FEE 0.1 io 
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C: 生 亮 氨 酸 的 井 合作 用 。 发 现 拟 尿 喀 啶 核 背 酸 的 含量 与 氨基 酸 井 
合作 用 有 密切 关系 。 从 105,000g 离心 后 的 上 清 液 中 制 得 的 
RNA， 拟 尿 喀 啶 核 苷 酸 含量 最 高 ， 并 合作 用 也 最 旺盛 。 如 果 以 腺 、 
味 哈 核 背 酸 的 含量 作为 10 Wi, RRM OR: 从 ， 
10,000 g 沉淀 〈 称 为 天 显 粒 部 分 ) 制 得 的 RNA <0.1 克 分 子 


3,000 
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Mba aA) RNA 
从 大 颗粒 制 得 的 RNA 
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105,000 g it Bie CPi rh AR A RNA<0. Sead, | 
105,000 g 上 清 液 部 分 制 得 的 RNA 1.4 ea Fe CM 
亮 氨 酸 井 合作 用 能 力 的 比较 见 图 2 。 作 者 为 了 进一步 肯定 上 述 克 
果 , 将 105,000 g 上 清 液 铀 至 pH 5 或 pH 5.3,， 双 分 成 上 清 与 六 
淀 两 部 分 , 井 分 别 测定 了 它们 的 核 背 酸 硼 成 及 CO- 亮 氨 酸 的 和 并 符 
作用 。 实 验 千 果 表 明 氨 基 酸 并 合作 用 的 能 力 与 拟 尿 喀 喧 核 苷 酸 的 
含量 成 正比 。 而 且 发 现 拟 尿 喀 啶 核 背 酸 与 尿 喀 喧 核 苷 酸 之 和 在 
RNA 制剂 中 几乎 为 一 常数 。 具 有 氨基 酸 井 合 活力 的 RNA 4p] 
_ 尿 喀 啶 核 苷 酸 含量 坪 加 而 尿 喀 啶 核 昔 酸 含量 则 减少 ( 表 生 )。 作 者 
由 此 推 葵 拟 尿 喀 啶 核 背 酸 是 具有 氨基 酸 并 合 活力 RNA 的 特殊 硼 
成 ,其 分 子 中 部 分 尿 喀 啶 核 昔 酸 被 拟 尿 喀 啶 核 音 酸 所 代替 。 
#4 从 105,000g LHRABANENRERE HK 
RH RLECRARH HAE AO 
PEER HTT /100 KT FRR | 与 RNA BeReHY 


RNA FRE | aaaye soe ie Ls Se ae () | waa t/ | 2) 
“rR | ERR (2) 12% RNA © 
Sie 1 
pH5.0 上 清 | 21.2 | 27.2 | 25.2 | 21.8] 4.66] 26.46 1.68 0.366 
pH5.0 沉 证 | 23.9 | 27.4 | 22.0 | 24.4] 2.38] 26.78 0.92 0.367 
实验 3 
未 轻 部 分 分 | 21.1 | 28.3 | 24.4 | 22.1 | 4.45| 27.55 1.68 0.368 
BAS Ls | } 
pH5.0 上 清 | 20.8 | 27.2 | 24.38 | 22.2 | 5.57| 27.77; 2.01 0.361 — 
pH5.3 上 清 | 20.7 | 28.0 | 24.6 | 20.9 | 5.74] 26.64 2.08 - | 0.354 
pH5.0 Ytvz | 24.8 | 28.9 | 19.5 | 25.5 | 1.32] 26.82 0.47 0.356 — 
pH5.3 ize | 25.5 | 30.3 | 17.5 | 25.9 |<0.50| 26.40 0.00 一 


yy HR PL | 25.6 | 29.0 | 18.6 | 26.8 |}<0.10] 26.90 0.00 ae 


MW. VRERRRRHS—-E, 
特异 性 及 其 提取 
。 目前 很 多 工作 者 认为 每 一 个 氨基 酸 需要 一 个 特殊 的 激活 酶 ， 
也 需要 一 个 特殊 的 s-RNA， 因此 有 20 种 氨基 酸 ， 至 少 也 有 20 种 


mI 


PE 
YY， 


较 讲 上 表现 均一 的 制剂 也 还 是 各 种 不 同 s-RNA 的 混合 物 。 这 样 
码 个 看 法 有 以 下 两 个 主要 根据 :第 一 ,从 O'S FS 
AR, Aa +E s-RNA 相 粘 合 的 量 是 加 起 来 的 而 不 
是 相互 干扰 的 。 例 如 某 种 s-RNA 能 分 别 与 工 量 的 甲 氨基 酸 结 合 ， 
Y 量 的 乙 氨 基 酸 和 结合 ， 在 反应 时 如 同时 放 入 这 两 种 氨基 酸 ， 则 s- 
RNA 能 千 合 和 氨基酸 的 量 是 两 者 的 和 。 第 二 ,很 多 实验 室 已 沟 部 分 
分 离 了 特异 性 的 s-RNA。 
由 于 s-RNA 的 分 子 量 对 核酸 来 说 比较 小 ， 而 且 双 具有 较 易 
测定 的 活力 指标 ， 因 此 很 多 实验 室 企图 进一步 分 离 出 只 能 与 某 一 
不 氨基 酸 相 联结 的 s-RNA, 来 解决 它 的 结构 及 其 结 构 与 功能 之 问 
的 关系 。 但 是 由 于 各 个 s-RNA 彼此 大 小 形状 和 所 带电 荷 相差 不 
多 ， 所 久 还 没有 满意 地 达到 完全 分 离 的 目的 。 分 离 的 方法 可 以 分 
成 下 列 三 类 : 
(—) DAK Holly’) 最 初 用 2M pH 8 Aye 
液 , HRA BID BRUIT S-RNA, Mint 250 次 转移 
ZG, ARR s-RNA 和 酷 氨 酸 s-RNA 可 以 分 开 , 丙 者 高 峰 相 差 


25 管 。 由 于 pH 8 可 以 引起 核酸 的 徐 硼 水 解 , 有 失 却 活力 的 现象 ， 


因此 分 离 得 到 的 s-RNA 活力 较 原 样品 只 增加 两 倍 ， 总 活力 回收 
721 40%. Jar Holley‘) 改 用 pH 6 (1.9 M) 的 磷酸 克 冲 液 井 


MA MgCl, 久 增 加 s-RNA 的 稳定 性 。 鼠 肝 的 s-RNA tit 200 、 


次 转移 后 ， 苏 氨 酸 与 酷 氨 酸 的 s-RNA 可 以 分 开 。 两 者 高 峰 相 差 
40 管 ,总 活力 回收 率 为 80 和 , 酷 氨 酸 s-RNA 活力 增加 6 倍 。 但 
HARSH MAR TABS A RNA 彼此 不 能 完全 分 开 。 
用 同 梯 的 洲 剂 再 ol1yrs?] 分 离 了 酵母 的 酷 氨 酸 与 烽 氨 酸 的 s-RNA。 
酵母 s-RNA #6it 6 KH, MIME s-RNA HEBD 23445, 
氨 酸 s-RNA 提高 活力 2 倍 。 酵 母 s-RNA 沟 过 400 次 2 转移 后 
可 将 接受 丙 氨 酸 、 笨 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 亮 氨 酸 、 酷 氮 酸 、 色 氨 酸 的 RNA 
全 部 或 部 分 分 开 。 知 氨 酸 与 酷 氨 酸 s-RNA 的 活力 均 加 10 倍 。 
Holly"*) 也 采用 磷酸 上 挨 冲 液 (p 也 7.5)、2- 乙 氧 基 乙醇 、2- 丁 氧 基 
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BRN, N-— TERS HE s-RNA, ert 200 
Se LN A REE AH 讲 相 似 。 最 近 Holley 
告 用 上 迹 甲 酰胺 溶剂 系统 ,将 酵母 酷 氨 酸 -， 组 氨 酸 -， 丙 人 氨 酸 -， 
闫 酸 -，s-RNA, 全 部 或 部 分 分 开 后 (图 3 )， 分 别 再 用 逆流 分 深 ， 
反复 提 乱 ， 丙 氨 酸 -， 烽 氨 酸 -， 酷 复 酸 -s-RNA AES, A 
BES 60 拖 ,可 供 研究 烙 构 之 用 。 

apes | 
q 1. Smith 45° 用 阳离子 交换 淀粉 Cato-8 AEB RR LIFE 


E 厂 复 酸 _s RNA 分 开 。 在 未 分 离 前 接受 亮 氨 酸 和 酷 氨 酸 的 活力 比 
2 3.8/1, 0.125 M NaCl 洗 下 的 s-RNA HO, BABSRA 
酸 的 活力 比 降 至 1.1/1, 而 1.0 M NaCl 洗 下 的 部 分 ， 亮 氨 酸 与 栈 
氨 酸 活力 比 夫 至 30V1 。 

2 Hartman 和 Coy") 以 磷酸 钙 作为 吸附 剂 ， 以 不 同 浓度 
的 磷酸 和 楼 冲 液 洗 肛 ， 可 将 舌 氨 酸 s-RNA 与 共 丙 氨 酸 s-RNA 分 
开 , 接 受 种 氨 酸 的 活力 提高 11 倍 。 | | 

3. Takanami[ 用 DEAE @iHeSe MRO © CC 全 亮 氨 酸 
s-RNA fh HE SU pH 5 部 分 与 亮 氨 酸 及 ATP 一 起 保温 ， 
使 接受 亮 氨 酸 的 s-RNA 与 CY-ERREA. Kae, 
得 到 的 s-RNA Fie DEAE- 徐 和 维 素 树脂 吸附 ， 以 LiCl vet 
剂 , 用 递 度 洗 肛 法 可 以 分 离 出 接受 亮 氨 酸 的 s-RNA。 

4, Everett 等 5%] 用 硅 酸 柱 进行 分 配 层 析 ， 分 离 了 下面 几 种 
s-RNA ,和 霸 得 到 了 不 同 倍数 的 提纯 : 酷 氨 酸 9 18 色 氨 酸 4 倍 , 粗 
PTR 2 倍 , 秆 氨 酸 4 倍 , 丙 氨 酸 5 HE 

(=) 化 学 方法 ”由 于 各 个 氨基 酸 的 s-RNA 之 问 彼 此 分 子 
量 近 位, 分子量 双 大 。 因 此 按 其 分 子 大 小 、 电 荷 、 深 解 度 及 各 核 碱 
的 含量 不 同 而 加 以 分 离 是 有 困难 的 。 所 以 有 些 工 作者 企图 用 化 学 
方法 加 以 纯化 。 

1. Zamecnik¢**) 利用 s-RNA 未 端 能 被 过 硝酸 氧化 ,而 一 旦 
与 氨基 酸 相连 就 不 再 被 氧化 的 原理 来 分 离 特 异 的 s-RNA, 其 分 高 


—113- 


y s-RNA ,然后 用 不 同 浓度 NaCl vet, ADEM s-RNA 与 ， 


步 又 可 以 简单 的 表示 如 下 : 


S-RNA 


Hi 
sRNA 2H RNA Ee 
pe ATP, OTP 


激活 酶 ao 


| HO £6 INGE 58 | 1 
Wo (RNA Nonasa RNASE 


s-RNA- 种 氨 酸 


s-RN A-#ij Bie 
OCH, OCH, 
aa (ne 
s-RN A-#ij Rie 


s-RNA- 染 料 与 s-RNA- 各 氨 酸 则 可 利用 其 洲 解 度 的 不 同 而 加 以 
分 离 。 作 者 用 上 法 将 类 氨 酸 -与 亮 氨 酸 RNA 活力 分 别 所 高 了 
12 倍 及 9 倍 。 

2. Saponara 及 Poche LORRI | 
酸 的 s-RNA 用 过 磺 酸 氧化 生成 醛 基 ， 然 后 用 茶 肘 答 锥 素 树 脂 吸 
附 除 去 ,以 与 带 有 氨基 酸 的 s-RNA 分 离 。 其 步 又 如 下 : 


s-RNA © 
pre 10 HIE py en 
SRN A- SEHR ea s-RNA “ATP, CrP | : 
WEEE s-RN A-fiii ga ee 
ee YR 
. s-RNA s-RNA pe 4 
NalO, NOHO <hHmesee ane 7 sparse 
> 一 一 一 一 一 > — > 
37°C, pH4.5 #78 : 
s-RNA-#i Rie 滤液 
s-RNA- fia 
酸 


3. Brown!"*? 利用 重 氮 化 聚 茶 乙 烯 树 脂 能 和 钥 氨 酸 和 酷 氨 酸 
结合 的 原理 ， 可 将 粗 氨 酸 - 和 了 酷 氨 酸 -s-RNA 从 各 种 氨基 酸 的 s- 
RNA 混合物 中 分 离 出 来 。 然 后 调节 至 pH 10 以 除去 氨基 酸 ， 再 
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mo S_RNA , 租 复 酸 -s RNA 留 在 上 清流 内 , 比 活力 增加 10 信 
CP 4). 
me) A 
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FAR, Zacheu 等 @e] 初 步 报告 ,以 正 丁 醇 -HsO- 三 丁 基 腕 -醋酸 - 

王 正 丁 醚 (100:130:10:25:24 一 29) 为 溶剂 ,将 酵母 s-RNA 用 逆流 

分 溢 法 分 离 。 然 后 将 此 部 分 纯化 了 的 s-RNA, 在 鼠 肝 氨基 酸 激活 

| 的 存在 下 , 接 上 所 需 的 氨基 酸 , 没 有 接 上 氨基 酸 的 s-RNA 用 过 

RAH, Ba ARS RR METI (Lewatit 5082S) 进行 柱 层 

Ws. 4 EN RUB S-RN A , 53-25 30,000, MERE 87%. 

_—- Zameonik 等 5?] 报告 用 形成 SRN A- Yep iy SE RE 
氨 酸 -s-RNA 部 分 纯化 后 ， 再 以 DIEABE- 右 旋 糖 醋 凝 胶 (DEAE- 
Sephadex) 柱 进 一 步 分 离 , 得 到 的 种 氨 酸 -s-RNA 纯度 也 可 达到 
66 一 80 乞 。 作 者 报告 个 别 样品 纯度 可 达 90 一 10095。 

虽然 进行 了 各 种 各 样 的 尝试 ， 但 是 还 未 能 完全 成 功 地 分 离 出 

只 能 和 一 种 氨基 酸 千 合 的 范 粹 的 s-RNA。 而 且 从 以 下 的 一 些 事实 
看 来 ,即使 是 对 某 一 个 氨基 酸 具 有 特异 性 的 s-RNA, 还 存在 着 不 
正 一 种 的 可 能 性 。 首 先 从 上 述 再 olleyc”1 得 到 的 逆流 分 溶 图 计 可 
以 看 到 对 亮 氨 酸 特异 的 s-RNA 呈 两 个 峰 ,表明 它 仍 是 不 均一 的 。 

Goldthwait!?*) 报告 用 Eceteola—@h Ht Sat 脂 , 可 以 将 鼠 肝 的 
s-RNA 分 成 两 个 均 具 有 接受 亮 氨 酸 能 力 的 部 分 ,但 其 接受 程度 是 


= 和 一 


本 i, ATP, 激活 酶 一 起 保温 。 用 重 氮 化 聚 共 乙烯 树脂 除去 


是 ”最近 有 些 工作 者 将 上 述 三 类 方法 联合 应 用 ， 得 到 较 和 良好 的 分 


e aa eee ee Yee wt fee ra 


 sRNA 不 是 单一 的 。 


% ”至 目前 研究 过 的 s-RNA KR ROM, SRM 


”未 端 烙 构 才 有 接受 氨基 酸 的 能 力 ; 但 其 未 端的 pOpCpA 在 没有 ” 


不 相同 的 。 a 

Bosch'2:45 SUIFHY pH 5 部 分 与 C*— Fee pein, AREF 
TE MHL, ASL ik Ai 各 上 放射 性 分 布 范围 相当 三 泛 。 相 反 ， 当 
激活 酶 先 与 s-RNA 分 离 ， 再 保温 时 ， 在 图 ak 放射 性 便 只 a 
RAGA, AS AAT ATH 


此 外 Berg 等 cn] $4, FREE T HOMER AAT 
酸 激活 酶 均 具 有 促进 氨基 酸 与 大 肠 杆 菌 s-RNA 结合 的 能 力 。 但 
是 酵母 甲 硫 氨 酸 激活 酶 的 能 力 只 有 大 肠 杆菌 的 三 分 之 一 。 他 们 的 
解释 ,认为 大 肠 杆 菌 中 能 接受 甲 硫 氨 酸 的 RNA 至 少 有 两 种 , 醇 
和 甲 硫 氨 酸 激活 酶 只 能 促进 甲 硫 氨 酸 与 其 中 的 一 种 s-RNA 精 

， 而 大 肠 杆 菌 的 激活 酶 能 够 促进 甲 硫 氨 酸 与 两 种 s-RNA 结 量 
fe , : 

所 以 目前 初步 形成 了 这 样 一 种 看 法 ， 就 是 一 种 s-RNA 只 能 
接受 一 种 殷 基 酸 ,而 一 种 氨基 酸 可 以 与 一 种 以 上 的 s-RNA 精 合 。 


Tt, TRER RR SORENKA : 
(一 ) TSR SRE SMA DOK 


a, SERIE CMP—CMP—AMP(AI 5), SI 


ATP, OTP 存在 下 很 易 受 酶 的 作用 失去 ，s-RNA 接受 气 基 酸 的 ， 
人 X Gia cam 


图 5 s-RNA 的 末端 结构 


能 力也 随 之 丧失 。 当 加 入 过 量 的 CIE,AIPE 时 ,其 末端 的 结构 和 
接受 氨基 酸 的 能 力 又 均 能 恢复 ,过 程 可 表示 如 下 (图 6 )。 
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6 HUBTERP-5 sRNA 的 烙 合 Be 


”上述 看 法 的 主要 根据 有 DWF JL 点 ea 


(1. s-RNA 在 没有 ATP 和 OTP 的 存在 下 ， 和 pH5 酶 保 -本 


温 ， 就 会 失去 接受 氨基 酸 的 能 力 。 再 加 入 OTP-O"* 或 OTP 与 

ATP-C™ 时 ,可 以 从 s-RNA 放射 活性 的 增加 证 明 有 CTP-C™ 和 

ATP-C™ 的 井 合 。 而 且 在 后 一 情况 下 ,同时 可 观察 到 s-RNA 接 

受 氨基 酸 能 力 的 完全 恢复 。 这 些 事实 表明 了 : pH 5 酶 中 除 和 氨基酸 
激活 酶 外 ,还 有 降解 s-RNA 未 端的 酶 。 在 没有 ATP 和 CTP 存 
在 时 ，s-RNA 会 受 酶 的 作用 而 失去 氨基 酸 并 合作 用 所 必需 的 未 
fig AMP 与 CQMP, 但 这 一 过 程 是 可 逆 的 。 

2. E45 pH 5 酶 预先 保温 的 s-RNA 再 与 CTP-C" 保温 ， 
C¥ FF ABI s-RNA 中 。 此 产物 沟 碱 水 解 后 ,可 见 有 50% ty O* 
在 胞 核 昔 中 ,5095 O" 在 2"，3' 胞 核 背 酸 中 。 因 此 可 以 认为 有 一 个 
分 子 OMP 在 s-RNA 的 末端 ， 因 为 只 有 未 端的 核 背 酸 在 碳水 解 
时 才能 成 为 核 昔 。 cal 

3. 45 pH 5 酶 保温 的 S-RNA 再 与 ATP, CTP-—C** 保温 , 则 
在 碱 水 解 后 ,全 部 的 C4 均 在 2 或 3 CMP th, 说 明 在 ATP 存 
在 下 ，OMP 不 再 是 s-RNA 的 未 端 。 
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RNA 必 上 先 与 OMP 相 联 ,然后 再 与 ATP 相 联 , 方 能 接受 氨基 本 


.RNA, 从 水 解 产物 中 分 离 得 到 OM - 亮 氨 酸 - 腺 核 苷 , 鹃 明 腺 核 昔 = 
s-RNA 和 氨基 酸 相 联 的 一 端的 末端 。 


4, FASE pH 5 酶 处 理 的 s-RNA 与 ATP_Ou 保温 )s-RNA 
不 带 放射 活性 ,也 不 具有 接受 氨基 酸 的 能 力 。 加 大 OTP Ba, ® 
以 观察 到 s-RNA 的 放射 活性 增高 ,， 帮 能 与 氨基 酸 和 结合 , 表明 sx 


5. 在 最 适 pH 附近 . CTP-C™, ATP-O* #: 43] s-RNA 的 
克 分 子 之 比 近 于 2:1。 
6. Zacheu 3°") 用 核糖 核酸 酶 处 理 带 有 OQ"- 亮 氨 酸 的 旺 


s_RNA 未 端的 第 四 个 核 昔 酸 也 相继 有 人 报告 。 Canela 
将 鼠 肝 s-RNA 末端 的 -pOpCpA Ji REM MERE Jia, 5 PO? 
OTP 及 合成 酶 一 起 保温 ,使 s-RNA 的 未 端 带 有 Ps_OMP。 然 后 | 
沟 过 分 离 和 水 解 ， 得 到 的 2 和 3' CMP 及 2 和 3 AMP 带 有 相 由 
同 活力 的 Pa。 让 明和 鼠 肝 s-RNA ania ok eel 
核 音 酸 。 其 过 程 可 以 示意 如 下 (图 7 ): 


ABN TESTES a Gel sy oO: tag 2 
| | a 
Sard ee on eR 寺 Ma 3 tks goo q 
P P 了 P pe 
RFR Oh DMO NE | | | 
[pe | : 
| C eee ah be ies os 
p—p : + 了 一 P + PU—OTP| | | . 
Be Sp , Xe 酶 ip | pal [pos 
i rf . Dy ‘sy NW : DS 站 ‘N 


v v 


图 7 “证 明 鼠 肝 s-RNA SORE ROREE ， 


Lagerkvist 等 re] 用 类 似 的 方法 也 提出 第 四 个 核 苷 酸 为 腺 村 
音 酸 。 他 们 井 用 RNase 水 解 带 有 P* 的 s-RNA， 对 第 五 第 六 个 
核 背 酸 的 性 质 做 了 一 些 推测 。 业 果 如 下 ( 表 5 )。 
on Lp 


省 了 村 和 和 RNA 0 


ET BU 7 ee Ls Se: Be 

@ iM . sespPypApCpCpA 65.1 

oo pPypApApCpCpA 1.1 

 weepPypGpApCpCpA | 31 

id pPypGpCpCpaA . 17.1 

| eo --pPypApGpCpCpA 3.6 

\ eS pPypU pCpCpA A 2.6 
i -++«pPypApU pCpCpA | 1.4 7 
> eee pPypaU pOpCpA OREN CIN | 1 
iW BAYA sions daa aa (1.8 ; 


RNA (3H oI Ry OEMUN BERR, SUAS FUR at 
Se SATIRE, FWA IES 7 DB BI= EL By (1) BIS 3, 
Bet I REAL 5 RRR MR Fs OBA SE 


’ 


Bu, Tit \ | aN Me ef ‘A 


从 链 的 另 一 端 断 下 的 ; 〈3) 核 音 酸 。8Singer 和 Cantoni""I yy 7 IF 
s-RNA 的 大 水 解 产 物 中 , 除 得 到 核 背 和 核 苷 酸 外 ,还 分 离 出 pGp。 | 
证 明 s-RNA 的 另 一 端 是 5-5 ORM BF | 

Zillig’*] 以 大 肠 杆 菌 s-RNA 为 材料 ，Canellkiscs2] py ka HF 
SRNA 为 材料 ,用 类 似 的 方法 都 得 到 了 相同 的 千 果 。 

s-RNA 的 末端 与 激活 了 的 氨基 酸 是 怎样 相 联 的 呢 ? 它们 之 
闻 的 联 和 车 方式 可 能 有 两 种 : 酯 键 或 栈 键 。 根 据 已 有 的 材料 可 以 认 
为 它们 之 间 是 以 酯 键 相 联 的 。 主 要 有 以 下 一 些 证 据 : | 

1, s-RNA 45 ASE ZW ESE TEP ERTS 
BE ETE UE A SE. PA Dh a A TE 
在 105% NaCl gsi pm 100%*1, s-RNA 在 碱 性 洲 液 中 的 


we 119 = 


wy 
i 4 ' 
# aaa 
art wee alt 


> LS eae 
‘oy OBES. 


ARSE RETRY RULERS 3 
. 2. 5 TUR WSIS , BACHR-S-RNA 与 人 工 合成 的 复 
基 酸 -AMP 酯 的 反应 速度 很 相近 似 。Zacheu SEU" pipe y ae 
酸 衍生 物 与 产 胺 的 反应 速度 , 烙 果 见 表 6 。 
3. 除去 或 破坏 未 端 核 音 酸 2 和 3 的 羟基 ;如 用 nel 
MAUNA, A DG] s-RNA 接受 氨基 酸 的 作用 。 相 反 ， 当 s 
RNA 与 氨基 酸 相 联 以 后 ,就 不 再 被 过 碘 酸 氧化 。 


R66 AAR TEMS I MARSA pHS.5, 0"0 
时 之 作用 


| 4g oh tht HR 8G % 


村 
é 


化 合 hy 


亮 氨 酰 乙 酯 

2 /3“ 亮 氨 酸 与 AMP 之 酯 
Cl- 亮 氨 酰 -RNA 

亮 氨 酰 -AME BF 


但 是 s-RNA 与 氨基 酸 形成 的 酯 和 普通 的 酯 又 不 洁 全 相同 ， 
因为 反应 是 可 送 的 ， 也 就 是 说 ， 在 氨基 酸 激活 酶 存在 下 ， 可 从 ， 
AMP, PP 和 s=RNA 一 OOOHR 得 到 ATP， 所 以 它 是 一 个 具有 

‘NH, 
高 能 的 酯 键 。 | 

(=) 可 溶性 核糖 核酸 的 一 级 结构 与 其 接受 氨基 酸 能 力 的 关 
% ”研究 s-RNA 的 一 般 千 构 与 其 活力 的 关系 ， 一 般 采 用 两 种 办 . 
法 : 

1. 用 化 学 方法 改变 s-RNA 碱 基 结 构 , 观 察 活力 变化 。Miri- 
nic] 将 酵母 s-RNA #E pH 3.7, 25°C 与 HNO,， 作 用 一 小 时 , 然 
后 测 其 活力 。 发 现 s-RNA 接受 氨基 酸 的 能 力 有 所 降低 ， 但 因 气 
基 酸 的 不 同 而 有 所 差别 , 酷 氨 酸 为 0.9, 酥 氨 酸 与 硼 氨 酸 为 0.5, 亮 
氨 酸 为 0.3。Zillig 等 cs] 报告 用 同 法 处 理 大 肠 杆菌 的 SRN A 
接受 亮 氨 酸 的 能 力 全 部 走失 。 SEO A RET BEARD 
后 ,能 影响 s-RNA 的 活力 。 | 
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有 2， 将 非 天 然 核 碱 井 合 到 RNA 中 。Maono 和 Grost**) 在 

AMATI ML 308 培养 基 中 ,加 入 5- 氟 尿 喀 喧 ， 发 现 部 分 .5- 氮 尿 
MEA] s-RNA 分 子 中 ,因而 影响 它 和 氨基 酸 和 结合 的 能 力 , 千 
和 

《三 ) 可 溶性 核糖 核酸 的 二 级 结构 与 其 接受 氨基 酸 能 力 的 关 
4 AMG EME) s-RNA 与 其 他 类 型 的 RNA —PEA ATR eh 
， 其 光 密 度 随 着 温度 与 离子 强度 的 不 同 而 有 所 改变 。 同 时 发 现 
SRNA 接受 气 基 酸 的 能 力 在 100*0 时 逐渐 丧失 ,因此 有 人 就 用 加 
PON KOE s-RNA fi) —#ehity SILER, Brown 和 


Zubayt*) 报告 S-RNA(8.9 2250/2271) FE 90°C, O.2M BERR 


1000 4 Jn 2S 57 000 士 2000， 光 密度 与 均一 性 都 有 改变 而 接受 氨 
AWN HEIN AEH. 因此 他 们 认为 s-RNA 的 活力 与 其 二 狗 
和 苦 构 无 关 。 Berg 等 5 和 也 提出 了 类 位 的 结果 。 由 于 s-RNA 在 加 
肌 时 所 引起 的 光 密度 的 变化 ， 在 冷却 时 几乎 全部 恢复 。 所 以 在 深 
液 准 却 后 就 难于 肯 定 二 拥 和 结构 对 其 活力 的 影响 。 因 此 他 们 在 25， 
30， 37, 47 与 55"0 分 别 测定 了 s-RNA Pest Hime Bae RMI 


4 


本 SSMS ENE 20°C3 其 分 子 量 由 原来 的 24,500 士 
0 


‘Dh, RM 55°C, s-RNA 的 活力 没有 改变 。Takanamic79 用 加 热 - 


与 尿素 处 理 s-RNA,， 也 没有 影响 s-RNA 的 活力 。 由 于 s-RNA 
的 三 毅 糙 构 具有 中 等 的 稳定 性 和 高 度 的 可 逆 性 ， 因 此 上 述 事 实 还 
难于 否定 s-RNA 的 二 狗 千 构 与 其 活力 的 关系 。 
A. VREB RRB ARAL 

关于 这 个 问题 各 方面 的 意见 还 不 一 致 ， 未 有 肯定 的 结论 。 有 
的 人 认为 是 非常 特异 的 ,如 Webster577 发 现 猪 肝 灯 胞 核 的 s-RNA 
PIMs s-RNA 不 能 互相 代替 。 有 人 则 认为 s-RNA 没有 种 
族 特异 性 ， 如 Holley S$?) 报告 鼠 肝 s-RNA 和 大 肠 杆菌 的 s- 
RNA 都 可 以 做 丙 氨 酸 的 受 体 。 互 enceh 等 ca9 发 现 哺乳 动物 的 s- 
RNA 和 面包 酵母 的 s-RNA Fy DLA ABER, Allen 和 Schweet!?] 
报告 豚鼠 肝 肚 的 “RNA HT UCR EU AAL ML ERY s-RNA 接受 


pak | es 


氨基 酸 。 也 有 人 认为 有 一 定 的 种 族 特 异性 ,如 Allen 等 加 发 现 喷 
Flaps s-RNA 可 以 彼此 互 换 , 但 不 能 用 大 肠 杆 菌 的 SRN ASE 
RAE, HU Benzer 等 器 双 认为 s-RNA 有 否 种 族 特 异性 ， BR 
同 的 氨基 酸 而 不 同 。 他 们 上 比较 了 酵母 s-RNA 与 大 肠 杆 菌 s-RNA 
HL AM, MAM SHAME, REARS 
PANIED PARAL Bl MAM DEAS. 
AAP SOA RF SG EOC AT EEO, ARTA 
FEMALE El TAR I RES. BEES ARNE TI ES 
IT RCE, Wie AM , 却 又 与 酵母 相似 ( 表 78)。 下 


£7 大肠 杆菌 s-RNA SRE sSRNABSOtHR 上 

酸 的 相对 活力 中 

Be 抽 BOR 天 肠 杆菌 s-RNA 酵母 s-RNA 

大 肠 杆菌 1.00 0.02 i 

酵母 0.01 1.00 q 

he 1.18 ae 

: 

#8 kw s-RNA 与 酵母 s-RNA $2 C* BS 4 

a tig 2 | 

Me 抽 提 液 大 肠 杆 菌 s-RNA 酵母 s-RNA | 

大 肠 杆 菌 1.00 0.10 | 

Be 0.05 1.00 | 
Ri | 0.01 1.12 

‘eR 话 


—s-RNA 1957 年 被 发 现 以 后 ,就 引起 了 各 国 许多 学 者 的 重 
视 。 因 为 这 一 呐 题 的 进一步 研究 不 仅 在 关 明 蛋 自 合成 的 机 制 有 其 
重要 的 意义 ， 井 且 在 解决 核酸 的 结构 及 其 与 功能 之 间 的 关系 问题 
中 可 以 提供 重要 的 线索 。 因 此 在 短 短 的 几 年 中 很 快 就 成 为 生化 学 
研究 的 中 心间 题 之 一 ， 出 现 了 大 量 的 工作 。 对 s-RNA 的 提纯 、 
理化 性 质 以 及 其 在 蛋白 质 生 物 合成 中 的 作用 等 各 方面 都 有 了 比较 


i 


下 不 同 揽 基 酸 相 联 精 的 不 同 s-RNA 均 具 有 相同 的 末端 ， 而 

RNA 的 一 才 千 构 又 被 某 些 学 者 认为 与 接受 氨基 酸 的 能 力 无 关 。 

lipemic 
值得 进一步 探 时 的 问题 
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如 中 国医 学 科学 院 实 欢 医 学 研究 所 生物 化 学 系 


一 、 微 粒 体 的 形态 与 杷 及 微粒 的 制备 


考 胞 中 的 蛋白 质 生物 合成 研究 ， 自 从 采用 标记 氨基 酸 技术 和 
“ FER A 2 FEB SERS: AVE FA PE J HP Dy HE 
1B, TA AERMUIIE eb LDL Ek EB 白质 生物 合成 的 主要 部 ， 
ac。 
(一 ) 微粒 体 的 发 现 1937 年 Claude") 报导 从 Rous AR 
弃 中 轻 用 分 部 超速 旋 离 法 分 离 出 一 种 亚 竹 胞 部 分 ， 其 中 含有 丰富 
的 核糖 核酸 (RNA ) ,以 后 并 从 鸡 胚胎 及 若干 肿瘤 中 分 离 出 这 种 亚 
竹 胞 部 分 (#2, Claude 认为 这 是 厅 胞 中 原 有 的 精 构 部 分 ,而 不 
| 是 由 于 研磨 而 造成 的 人 为 的 玫 胞 质 聚 集 现象 ， 称 之 为 微粒 体 "1。 
微粒 体 是 磷脂 和 核糖 核 蛋白 所 形成 的 复合 体 [2 s1。 由 于 微粒 体 
“中 含有 大 量 的 RNA, ， 它 和 稍 胞 质 中 的 “ 嗜 碱 质 "是 相当 的 ， 在 
Brachet""1 和 Caspersson52] 的 研究 中 证 明了 这 些 “ 吐 碱 质 ”与 
蛋 自 质 生物 合成 的 关系 之 后 , 襄 明 微粒 体 和 “ 嗜 碱 质 ” 不 过 是 由 于 
不同 技术 所 表现 的 和 胞 质 中 相同 烙 构 的 不 同名 称 而 已 cx。 
Palade 认为 翘 胞 质 的 网 状 烙 构 是 一 种 连续 的 烙 构 , 因 称 之 为 
内 质 网 ,有 的 生物 学 家 则 称 之 为 动 质 。 在 研磨 组 答 匀 浆 时 ,此 网 状 
和 结构 被 破坏 ,超速 旋 离 下 所 得 沉淀 就 是 这 些 碎片 ， 这 就 是 Claude 
所 谓 的 微粒 体 ce] 〈 生 物化 学 家 一 般 指 在 105,000g 旋 离 下 来 
的 组 胞 与 浆 部 分 为 微粒 体 )。 所 以 有 些 生 物 学 家 不 承认 微粒 体 是 
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iM 
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Sth vr Ho se Hy, | A 
(=) 微粒 体 的 形状 和 大 小 ”Claude 所 分 离 的 微粒 体 是 应 居 

水 或 稀 磷 酸 权 冲 液 或 0.15M 氛 化 钠 洲 液 为 介质 ,在 18;000xg 1 
旋 离 1 小 时 而 获得 的 。 ARTERIES CK 0.25 ~ 
0.88M), 由 于 介质 的 密度 和 粘度 都 增高 了 ， 离 心 \ 力 就 须 增 加 到 
100,000 g 1~2 小 时 。 所 以 严格 地 属 ， 在 不 同情 况 下 所 得 到 的 微 
粒 体 是 难以 比较 的 Po0。 在 同一 离心 速度 下 , 因 旋 离 的 时 间 长 
短 , 也 可 能 得 到 不 同 的 微粒 体 部 分 , 如 Palade JHU IRS Mie 
行 分 部 旋 离 , 在 105,000 g 1 小 时 的 离 尼 力 下 可 分 出 微粒 体 部 分 中 
(M) ,将 其 上 清 液 再 在 用 离心 力 下 旋 离 2 小 时 , 双 可 得 到 一 些 沉降 
tn , 称 为 第 一 后 微粒 体 部 分 (PNM:), 由 此 所 得 上 清 液 再 在 间 离 心力 和 
下 旋 离 16 小 时 ， 则 得 到 第 二 后 微粒 体 都 分 (PMs)rz0。 这 三 部 时 
(M, PM, PM。) 都 含有 核糖 核 蛋 自 是 粒 ,M 部 分 中 合 志 多 的 磷脂 ， 
而 在 PM, 和 PM, 部 分 中 磷脂 量 就 很 少 。 EAR IRIE PR BOR 1 
” ARRAS AEA , AOE 9 ROCA FT Ay 9 EH EI OI 
的 要 多 8 倍 01072, 因此 不 同 来 源 的 微粒 体 或 不 同 条 件 下 所 得 到 的 ， 
微粒 体 其 钥 成 可 以 不 同 。 

(=) RTRs SL T-GLLSWATRBLBIUAR a HL 
JP GRE AA, PLA EB (99 15 毫 微米 密集 于 膜 状 愧 上 ，， 
膜 的 厚度 锡 为 7 毫 微米 521, 成 为 粗糙 状 的 内 质 阿 ;有 的 膜 上 小 颗粒 
较 少 , 则 成 为 较为 光滑 的 内 质 网 。 这 样 的 内 质 网 沟 化 学 药品 处 理 后 
可 以 发 生 一 些 变化 : (1) 如 用 29%5 的 乙烯 二 氨基 四 乙酸 (EDTA) © 
处 理 上 述 微粒 体 60 分 钟 (0"0) , 就 有 狗 60% RNA 从 微粒 体 上 类 
去 ; (2) 如 用 核 精 核 酸 酶 〈 深 于 0.88 M 芒 糖 洲 液 中 ) 处 理 60 分 
钟 (37*0)，RNA 的 损失 量 狗 为 859; (3) MH 0.5 9NR ABR 
的 0.88 M He RRHE (PH 为 7.5) 处 还 大 鼠 肝 微粒 体 , 则 可 将 其 蛋 自 
质 与 磷 质 部 分 洲 解 ， 旋 离 后 沉淀 部 分 合 有 锡 90% iy RNA 和 狗 
15 儿 的 蛋白 质 , 因 此 目前 认为 内 质 网 是 由 下 烈 两 部 分 粗 成 的 : 

1. 胸 氧 胆 酸 山 深 解 部 分 “内 质 网 的 膜 状 物 , 主 要 成 分 为 蛋 自 
质 与 磷脂 。 


pct! Neng 


六 小 颗粒 ， 即 核糖 核 蛋白 颗粒 ， 是 
BNA 与 蛋白 质 的 复合 体 。 
几 。 这 个 核糖 核 蛋 白 显 粒 狠 实验 让 明 是 普 胞 质 中 蛋白 质 生物 合成 
的 主要 部 分 。1958 年 美国 第 一 届 生 物 物理 学 会 论文 报告 会 中 建 访 
用 zibosome ( 拟 事 为 核 掀 微粒, 也 有 人 部 为 核糖 核 蛋白 体 ) 代 表 大 
pte 20 一 100 8 的 核糖 核 蛋白 颗粒 cas。 有 的 文献 中 用 微粒 体 是 
区 (microsomal particles) 代 表 核 糖 核 蛋 白 是 粒 则 欠 明 确 。 笨 胞 质 
吁 除 有 这 种 附着 在 柜上 的 小 旺 粒 外 ， 还 有 一 部 分 核 肝 微 粒 并 不 附 
在 席 上 ， 而 为 自由 分 散 状 。Palade 认为 在 上 述 PM, RPM, 部 分 
中 这 种 自由 状 的 核 拓 微 粒 较 多 。 在 粗 菌 的 条 胞 中 看 不 见 有 内 质 网 ， 
的 存在 ,但 可 以 见 到 有 许多 类 乎 胰腺 站 胞 中 的 自由 核 肝 微 粒 re。 

纯化 后 的 核 胸 微 粒 显著 地 不 同 于 微粒 体 ， 例 如 微粒 体 含 有 相 
， 当 数量 的 磅 脂 ,在 核 肝 微 粒 中 则 很 少 ;在 微粒 体 中 核酸 与 蛋白 质 的 
。 比例 有 变化 ， 而 在 纯化 后 的 核 肝 微 粒 中 核酸 与 蛋白 质 的 比例 常 较 
， 恒定。 所 以 近年 来 在 蛋 自 质 生物 合成 的 研究 工作 中 ， 用 核 胸 微粒 
代替 在 105,000 x g HEB 1 小 时 所 得 的 微粒 体 部 分 作为 标记 氨基 
| 酸 的 接受 体 是 越 来 越 普 志 了 ， 因 为 有 很 多 优点 : 可 以 去 除 微粒 体 
| 部 分 所 附着 的 杂质 ,活性 恒定 ,因此 更 有 利于 研究 蛋白 质 生物 合成 
APL, ‘ 

(四 ) MRP HORE eR RA CER Pa ei RE 
#46, FUE PEARS SE ERO, BR 
ISSA YA Hi RA A PT :14 1800 eee 
RIE T EW RO, eT SAE LS PD a, 
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最 纯 的 核 肝 微 粒 应 只 含有 RNA 和 和 蛋白质, 但 按 分 析 的 资料 
其 中 还 含有 少量 的 金属 。 核 肛 微 粒 中 RNA 与 蛋白 质 的 比例 因 来 
源 不 同 而 有 所 变化 ,其 中 RNA 的 变化 较 少 ,而 蛋白 质 的 变化 则 较 
ZO, PRA RNA 与 蛋白 质 在 不 同 来 源 粗 积 或 租 胞 中 的 
BAB sR: 


~~ | 
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ae PME iyi Souda 
a RNA (%) EAR %) 
mals 40~50 . — -60-¥50 
faye 40~50 60~-60 
微生物 54351 60~€5 40~35 


FEM RNA 与 蛋白 质问 比例 的 变化 与 下 烈 几 种 因 未 有 

关 : 第 一 ， 生 长 的 情况 和 生长 的 速度 es; SE, EMR Ho A 
量 5*33 第 三 ,不 同类 型 核 胸 微 粒 的 分 布 ces9。 He PE eR A (strep 
tococci pyogenes) 中 所 分 离 出 的 核 肝 微 粒 在 性 质 上 和 大 肠 杆 效 
AZ eR al"), desi 50 8 显 粒 在 透析 与 冷冻 干燥 后 仍 
能 洲 解 而 不 变 其 灶 构 ,即使 增加 镁 离子 浓度 到 0:05 M， 也 没有 比 | 
70 8 更 大 的 颗粒 出 现 。 AIFF ee DEBORA RATE IO, 7 
面 “三 ” 节 )。 
(一 ) SBM WEI fy EBYFT ILI BEBO BERT Ha 
RNA Wy Ae 4F OR MLAR SFE AES UA PS SS, a 
Hoy HLF CUES AS i 5 EE SS HC AE 
#1 FTRMR AERO SEFREMER 

Sip Hig FR Wy 71 ie A ee 


¢ me ee lees seen eee gaa 
一 一 一 -一 一 一 一 一 | 一 一 | 一 -一 一 | - 


青豆 芽 梗 0.243 士 0.020| 0.314 士 0.011 |0.223 士 0.007|0。 Call 
Fu RA 0.186+0.010] 0.345+0.014 |0.287+0.01210.182+0.006 
EAM » 1 0.188+0.005| 0.310+0.006 |0.322+-0.003/0.180-++0.004 
SEPNERAMHL,2 =» |0. 178 0.005] 0.327 士 0.006 |0.302-+0.013/0.193-+0.007 
[EDA RRA BEL» 3 0.180+0.006} 0.344+0.008 |0.303-+0.002/0.173+0.003 © 
Rms | & 
大 肠 杆菌 10 12.2 
大 肠 杆 菌 ;308 10 1 
大 肠 杆菌 ,50 8 10 13.2 
固氮 菌 ;A. vinolandii 10 . 9.6 
面包 酵母 10 人 全 
Bt 10 17.5 
现 胜 10 15.9 
小 刀 艾 氏 腹 水 癌 10 20.6 
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J . 中 7 nbd neviwe win Yt @ tiavw a OP 
bahia WAAR ANT ih hi Ae A ie ANN MANA Ly ( INS 
le ba , Way BA yet Ue Ge Deller eae yep PEA AON en Cee 7) a 
ie MW Tr eh atk Coe tor ae OCP» fay j ’ eho thet, Mee yA xs 
| Fe eS ALA ay bt ak a ate ys Oe : rays Hy Line! ry a Wied fate 
ee Ht ate sal Wt wh ‘ } ' ) ‘ . 7 vad 1 1 
和 ‘ ‘ ¥ 


WN 


SAAT MH (HT 及 也 bII) 应 有 不 同 的 核 肝 微 粒 ， 其 


爱 , 但 是 从 目前 的 分 析 千 果 还 难 作出 这 样 的 千 区 。 

国 ” 在 核 肝 微 粒 中 只 有 微量 的 5- 核 精 酷 尿 吵 喧 核 苷 酸 (5-rUMP ) 
和 其 他 少见 的 核 碱 cab sb " ?51。 有 人 认为 核 胸 微粒 中 的 5- 核 粳 
BGR MEE Te rTP Ps PE eR (SRN A) ARTES AEA 
FRI s-RNA 中 5 EER DR Mme Be TE WR a mE Be FR He 
为 14:100, 而 在 70 8 的 核 肛 微 粒 中 此 比 数 则 为 0.8:10057, 在 大 


BUST AB RA s-RNA PT EN 25;:100， 在 核 肛 微粒 中 这 个 


| 比 数 为 了 7. 5:100'*°, 
q EIR HRI MORLY RNA HoT RE MLR BG oe HOM Me 


ESET FB Bs AK EF HB iB iE RR TOE 1) 8 BE BB R Hs 
, REN, WAT 36% RNA RRB, HAE 


酸 的 处 理 以 去 除 大 部 分 的 蛋白 质 , 则 可 得 到 78 8 Hope wOR, HE 
中 RNA 占 了 60 多 505， 作者 还 比较 了 条 胞 核 中 不 同 RNA 的 术 
昔 酸 粗 成 ( 表 ae 

K2 100M % HR} SRR ROSH 


errr een] OO omeeverne 


”总 核 的 RNA 20.4 9.3 33.3 27.8 
核 仁 的 RNAL. 21.8 23.5 30.5 25.7 
BOK nL RNA 20.4 18.6 82.7 28.2 
核 的 信使 RNA 29.3 28.4 22.5 1 
胸腺 RNA 27.6 28.3 22.6 19.9 


(=) 蛋白 质 及 其 氨基 酸 和 组 成 ” 表 3 为 不 同 来 源 核 胸 微 粒 中 


EA RMA ARO, ie Me 40~6OC EAM, MS 
于 此 蛋白 质 的 性 质 还 不 清楚 ，Bulter S60] 2 aE EA EU 
M7. 80 8 核 肝 微粒 含有 230 个 分 子 量 为 12,000 的 单位 蛋 
BU), Roberts ok hint wire DEAE 柱 上 层 


—131—_— 


OEM PSS RBA T , Wallase 及 Ts'o] 全 if 


。 析 ,发 现 其 中 蛋白 质 是 非 均 一 性 的 ,但 在 不 同 天 小 核 及 微 粒 之 问 间 
氨基 酸 粗 成 则 互相 类 似 。 最 近 Spahr?! 分 析 了 大 肠 杆 菌 30 S, 
50S 和 70 8 颗粒 中 的 氨基 酸 租 成 ， 发 现 其 中 有 大 量 的 顾 氨 酸 、 
氨 酸 与 精 氨 酸 ,在 308 与 508 Al, ee, 谷 所 
酸 、 精 氨 酸 等 的 含量 是 有 明显 区 别 的 。 根 据 Roberts Sefy4} prt] 
大 肠 杆菌 核 胸 微粒 的 蛋白 质 粗 成 中 谷 氨 酸 、 丙 氨 酸 、 甘 氨 酸 及 顿 氨 
酸 等 的 含量 较 至 帮 胞 为 高 ,蛋氨酸 和 门 务 氨 酸 则 较 低 ,而 胱 氨 酸 和 


(a) 按 克 /100 克 蛋 白质 放 57 3; 


(b) RENG/MN eet 534; 
(c) BNA, 未 端 基 / 总 未 端 基 的 百分数 计 aca 引用 部 分 次 料 (也 ) 的 平均 数 ; 


(d) 有 20 多 的 508 MBAs 
《e) 与 谷 氨 酸 合并 量 。 


edn 


FH 3 FARRER AH EEE RHASRER 
Sie boe| wiser | 青豆 芽 | eee | | «| 大肠 杆菌 (c) 
氨基 酸 | 斑纹 病毒 7 
(a) | 病毒 (2) | (a) | gana(ay| (b) _| 708 | 50S | B0S(d)” 
AR wl 5.4 5.1 5.4 | 5.4 | 5.02 186.1 80.1. 36.5 
门 冬 氮 酸 | 6.3 9.8 9.6 |. 8.8 5.57 | aR: 1.0(e) 1 -65() 
He 9 fit], 2.2 18. 5 9.2 | 11.8 | 20.9 到 
We Sa Be 0 CERES) 0.3 1% 一 . 
谷 氮 酸 | 7.7 LS) 1007 4) 118 6.13 
甘氨酸 | 3.8 1.9 8.7 Tt 5.33 
i A HR «1.6 0 2.9 2.8 4.93 
异 亮 氮 酸 | 7.4 6.6 6.4 5.7 3.40 
亮 氨 酸 | 8.6 由 48.2 8.7 6.01 
pe cd OL 1.47} 12.2.) 12.7 | 18.3 0,00 ee 一 
蛋氨酸 | 323. 0 2.0 2.0 1.48 146.8 47.9 46.2 
AAR 3.6 8.4 4.8 4.4 2.63 | 
ta A HB) 11.8 5.8 5.2 4.7 3.41 
RB 6.7 ‘7.2 |2.5~10/1.8~10] 3.35 11.5 10.5 12.5 
酥 氨 酸 | 12.2 9.9 4.9 | 4.8 3.49 | 3.85 1.5 3.15 
fj & wl) 一 2.1 1.5 |] 1.284) a8 
Bk A 酸 | 2.2 3.8 7.0 | 6.5 | 2.02 
#4 氨 RR] 6.3 Fae Se a 7.2 5.51 
i ARE 0.74 
93.1 | 100.0 | 106.0 | 106.0 | 100.0 


PRAM MAE, MRL LR MN, NE 
pS ee ei Ha FS ee OH 
AMMAVE), AHA Lubrol W iM SERRS LUE URLONIT BF 


HO BSP Gobi Ps ae J BS il: SR Be RR OA 


8 CH at I Se HE EY LE I 1.8 ~1 5), 表 3 显 
ILA ABE ice ER EARL HELL 
© Mat 除了 从 氨基 酸 与 RNA 形成 复合 物 将 氨基 酸 
情 移 到 核 大 微粒 上 需 有 特异 的 栈 参 加 之 外 co RA 
GREINER, BEDE, By Be ORE 
2A, WES (is) ERMA AAR, BoP 
存在 着 酶 的 活性 而 不 易 分 离 ; 其 次 ,与 蛋 自 质 合成 有 关 的 酶 也 可 能 
附着 在 核 肛 微 粒 的 表面 上 ; 第 三 , 酶 的 合成 亦 在 核 遥 微 粒 上 进行 ， 
因此 难 久 区 别 何者 是 原来 所 有 的 酶 ,何者 是 新 合成 的 酶 。 
目前 文献 中 报导 与 核 遥 微 粒 有 关 的 酶 有 下 烈 几 种 :葡萄 糖 -6- 
醋酸 酶 "1, 核 音 酸 -条 胞 色素 CHE LG, HU 4 3H ay bt, 
装 磷 酸 - 腺 音 三 磷酸 交换 反应 的 酶 (*9], 核 糖 核酸 酶 18 40] FH 
ENT, Elson 及 Tal “7 认为 大 肠 杆 菌 中 的 核糖 核酸 
酶 和 腊 氧 枝 糖 核酸 酶 都 必须 在 核 蛋白 烙 构 被 破坏 之 后 才 起 水 解 核 
酸 的 作用 。 核 糖 核酸 酶 几 完全 和 30 8 显 粒 相 烙 合 ,此 外 亦 证 明了 
PANADOL BREE PEA Ao ”7 酵母 核 质 微粒 和 再 糖 磷 酸 胱 
ASEAN, EKA AS AT eR — 
BF A I PE 因此 能 催化 下 烈 反应 cs]: 
RAMEE 2" :3/- 环 莫 酸 扫 
BNA Mes 
PERSIA LS’ -磷酸 

¢EMAT EA (Pseudomonas aeruginosa) fi) 4% le fetch HB AA BAG 

FR RR NICHT HE, 


PAK A Ibe oe P 7 BS EEN, FEA DR ， 


UP ARISE ALS , 乳酸 胸 氢 酶 , 2 RMRIRLN, BRIE T 
Sc HiPN A EAU, 7%) BE-C- RUE AMS, SEAR BE SL, 
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Mg** 激活 的 三 磷酸 腺 昔 酶 ，8- 葡 敬 精 酸 酶 等。 
三 、 棚 及 微 粒 的 形态 与 其 生化 活性 


(一 ) 核 胸 微粒 的 聚合 与 解 离 ” 核 遥 微 粒 的 形状 大 体 上 为 圆 
球形 ,其 直径 大 小 不 一 , 4 150 % 350A; 一 般 都 采用 超速 旋 离 的 沉 ， 
降 系数 来 表示 核 肝 微 粒 的 大 小 。 近 年 来 不 少 文献 报导 核 胸 微 粒 的 ， 
大 小 与 分 离 时 介质 的 pH 值 、 离 子 强度 以 及 其 中 二 价 阳 离子 的 浓 ， 
度 有 密切 的 关系 。 从 电子 显微镜 图 上 所 显示 干燥 的 核 胸 微 粒 类 平 | 


球状 , 它 的 直径 为 200 A ,高 度 为 185 A ,体积 为 3.9x10s A*, 


量 为 3.7x10*。 如 按 X 线 衍 射 测定 其 均 方 定 径 (radius of gyra- 


tion), 则 可 测 得 此 种 是 粒 在 溶液 中 外 牢 径 为 170A, 相当 的 含水 体 ， 


| By 20.5 x 10° As。 由 此 可 以 计算 出 每 克 于 燥 的 核 肝 微 粒 可 与 | 
2.7 殉 的 水 相 灶 合 - "。 这 个 结果 和 沉降 系数 、 粘 度 以 及 部 分 比 容 时 


等 测定 烙 果 相符 。 按 Hart" *) 的 电子 显 微 仁 观察 比较 渝 冻 干 燥 与 ， 


A 


空气 干燥 的 大 肠 杆 菌 50 8 颗粒 的 体积 ， 渝 冻 干燥 者 为 160A 


x 230A ,体积 为 4.6x 10*sAs; 空气 干燥 者 体积 为 3.3x 10sAs。 不 
同 来 源 的 核 肝 微 粒 有 共同 性 亦 有 相 异 之 处 。 以 下 将 分 别人 氢 述 由 微 ， 
生物 、 植 物 与 动物 的 核 肝 微 粒 的 形态 与 性 质 : 

1. MEME wee «Chao 和 Schachman Ii 4. 


: 母 55 中 分 离 出 一 种 沉降 系数 等 于 80 8 Hy CBOA, “EME 


210A, deep RNA 占 42%, ZEEE 58%, shh AR ibe fk Me Ze 


0.0015M Tirebise rh Yee +P HE 2 fe BS 1 PE FoR HE (7B x 10-*M) © 


WASP, BFEMI ALAS aE HERE (0.001M) Hy Tes eae 


中 ,此 80S 显 粒 的 解 离 就 大 为 减少 。80 8 显 粒 解 离 为 608 和 408 ， 
显 粒 的 过 程 是 可 逆 的 , 井 和 镁 离子 的 浓度 有 密切 的 关系 "0。 在 此 


80 8 颗粒 中 RNA 是 和 镑 或 钙 离 子 相 和 结合， 使 核 肝 微 粒 的 RNA 
亚 单位 相连 rc21。Maedare] 报导 酵母 80 8 显 粒 的 超速 沉降 图 融 


EMT ME, Tee A 0.0LM 镁 离子 的 溶液 中 ， 一 为 338， 一 为 ， 


19 8 在 不 含 镁 离子 而 含有 EDTA 的 洲 液 中 ,一 为 2 8, 一 为 19 8, 


和 = - >. 
Pe eee ee eee > ee > Se - 


“在 前 一 洲 液 中 快 沉降 的 峰 比 慢 沉降 的 峰 显著 ， 而 在 后 一 洲 液 中 情 ， 
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“WMI. Macda 认为 在 RNA 中 有 着 干 数量 的 链 离 子 是 不 易 
ETI KIS, IER ARM NRSERAT— HOO, BEB 


PEGS MBE SN AF 0.4, RNA 溶液 呈 低 色 性 。 这 
PEEBLES EMEA, RUT RNA 中 具有 特异 的 
BEF lok Sr LUE eR 

Edelman, T s’o & Vinograd 4"**1 BER Bea TURE 


RAMONE A ESL, REBLILAP Bec ORL TATE AE A RNA 


WIA ， 在 移 去 蛋白 质 部 分 后 ， 镁 离子 的 烙 合 量 可 以 增加 

: 30%. eens RNA $3 A-HO (rE TERE BEE, FA K:Me 值 
a 33 HRI He il 2 IC RET DUE Bl set 80 S 颗粒 ,其 Mg: 
的 克 分 子 比 为 0.3; 当 及 :Mg (fie 95,8 ARC ORLY Me: P 的 克 

: 夯 子 比 降低 到 0.2， 此 时 80 8 颗粒 就 发 生 解 离 , 所 以 作者 们 认为 
ee ee Ree. 


Sn 


“8% 50S AY ARAL. 
有 KALE (Azotobacter vinelandii) sh Sa He es 
| 粒 ， 在 超速 旋 离 下 出 现 一 个 峰 , 其 沉降 系数 为 86 8。 这 种 86 8 显 


| SE PRAT 情况 下 所 起 的 解 离 与 聚合 也 不 相同 : (1) eRe Be 


上 AAS MOREE aE 0.001 M 镁 离子 的 焰 冲 液 中 , 则 出 现 
蜂王 个 峰 , 其 沉降 系数 为 86，77，58，39,，10 8 (校正 至 20"， 淡 度 
0), (2) mes 86 8 BRET REF arg 0.001 M 硫酸 镁 的 
0.002 M 磷酸 稻 冲 液 中 ,其 pH 为 7.05， 再 加 所 化 钠 使 离子 强度 
总 数 为 0.03, 则 此 86 8 颗粒 即 解 离 为 58 8 与 39 S。(3) 或 将 868 
颗粒 在 0.002 M 磷酸 权 冲 液 中 透析 ,也 能 得 到 588 与 39S 的 显 
粒 。(4) 如 将 铀 离子 浓度 增 至 0.005 M, 588 及 39 8 的 颗粒 双 会 
,复合 为 86 8 颗粒 。 所 以 86 8 显 粒 的 稳定 度 与 两 价 阳 离子 〈 镁 离 
子 ) 的 浓度 有 很 大 的 关系 。 另 一 方面 ,此 86 8 颗粒 在 芒 糖 溶液 中 ， 
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HAIER, HSE Mg:P=0.4。 如 人 镁 与 磷 的 比例 小 于 此 数 时 ， 
INA 水 液 呈 高 色 性 ,此 时 如 有 大 量 的 钠 或 钾 离 子 存在 ， 镁 离子 即 


最 近 Morgances] 报导 酵母 中 60 S 的 核 掀 微粒 并 不 稳定 ， 能 “ 


~ So 和 Ry a = -is 9 = CE * na 

Sie, ee cs er 人 PO 6 ee ee ne 

\ eae, y= - wl ~ yn a “Tie ARR 站 me 本 

ene sar _ ia ao ” 

fies ; ee ; , P 

os ? way rt — . , < oe 

alae vies a ee ne ee Re Pye Bo 
: et ‘ 9 和 eS ' "> 4 
; — 

“3 


see cad = fag 
: al aaa 


i Tine ENE A at a A IRS Fa 
a rr = ars od ts he 
wy ede ae RE ies 


MGR, SCA BORE RRR ER RE, JCA AA 


(如 了 DTA) fy fe, pH 值 的 变化 ， LR Re | 
E022] | 
JKT MMU PES BSH 100 S meee 并 证 明了 


-此 1008 显 粒 ， 解 离 成 为 两 个 70 8 显 粒 是 可 逆 的 ,在 此 可 逆 性 的 


解 离 中 位 离子 浓度 的 作用 其 为 显著 9。 用 电子 显 微 镭 观察 大 肠 
杆菌 的 微粒 体 , 也 可 以 看 到 其 中 有 不 同 大 小 的 颗粒 ,其 沉降 系数 为 
100, 70, 50, 308,100 8 显 粒 是 两 个 70 8 颗粒 联合 而 成 的 双 体 ， 
在 70 8 颗粒 中 可 见 由 一 大 (50 8) 与 一 小 (30 S) 显 粒 相 联合 的 一 ， 


”条 沟 痕 。50 8 的 颗粒 则 可 形成 81 8 显 粒 的 双 体 [ss 9]。 图 工 是 这 
” 些 颗 粒 的 形状 示意 及 其 若 于 常数 。 


沉降 系数 30S 50S 7S ~—~—~—« 1008 
可 逆 解 离 2(30S) +2(50S) == 2(70S) == 1009 


大 -小 9x170A 140x170A 150~200x170A 350~400x 140A 
ZF FE 1x 10 1.8 x 10° 3.1 x 106 5.9 x 108 


te K whe 不 规则 球形 不 规则 球形 NR 体 


Al 大 肠 杆 菌 核 及 微粒 的 双 体 与 其 亚 单位 的 大 概 形 状 “ 


可 见 从 两 个 亚 单位 形成 的 核 肝 微 粒 是 近 位 球形 的 。 从 电子 显 
微 镜 所 见 的 较 小 亚 单位 为 不 对 称 的 形状 ， 与 这 些 是 粒 的 粘度 性 状 
是 相符 合 的 Pa, 图 2~4 ART ONY He ER I 

大 肠 杆菌 中 70 S 核 胸 微 粒 (分 子 量 为 3x 10°C) fe By 80 S 
(分 子 量 为 1x 10*[4]) 与 50 8( 分 子 量 为 2x10*545) 的 颗粒 时 ,308 
颗粒 中 含有 18 8 的 RNA ¥. if 508 的 颗粒 则 含有 188 与 288 


的 RNA。 除 此 之 外 ,在 罗 胞 抽 提 物 中 还 有 少量 的 核 肛 微粒 ， 其 中 


RNA 为 48 和 88S。 去 镁 离子 后 , 在 低 离子 强度 的 溶液 中 进行 透 
析 和 加 热 都 能 促进 大 的 核 肝 微 粒 解 离 为 小 的 颗粒 (13.18, 8.88 - 
和 4.48), 处 理 的 时 间 越 长 , 小 分 子 量 的 颗粒 越 多 CI。 用 O™* pee 
啶 为 标记 进行 大 肠 杆菌 中 核 肛 微粒 RNA 的 合成 研究 5 证 明 小 


一 蕊 6 一 
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图 2 一 4 不 
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| hil J Jeb pc eae Sa th aha RNA ee 


~~ 508 


RNA 的 前 身 物 。 

不 但 同一 来 源 (大 肠 杆 苗 或 酝 且 ) 而 不 同 大 小 的 核 近 伍 粒 在 和 

A SES TUE FFT DR ew AN Meo, Lederberg 与 

Lederberg ™) J rFF 1 5 A SCF a OCRed — Fe BE 

子 演 度 下 也 可 得 杂交 的 大 且 粒 核 反 微 粒 : ， av 

(1) 308 (大 肠 杆菌 ) + 50 8 (枯草 杆 菌 ) -30060828 
708, 508, 308 

10-2M Mg++ 


(2) 30 8( 大 肠 杆 菌 ) + 50 S (枯草 杆 菌 ) 一 807 3000>82 S, 708, 


Lederberg 等 认为 不 同 大 小 核 胸 微 粒 的 集聚 是 依 顿 于 308 与 508 
旺 粒 磅 酸根 问 的 炙 离 子 键 的 一 般 桔 构 ， 这 种 一 般 千 构 应 不 表现 任 ， 


， 何 特异 性 。 


MTT Lit Cae i eS 
母 中 的 很 相似 ,其 蛋白 质 与 RNA 2 195 6.4, 5p FAR A~4 5 
x10"*。 在 电子 显微镜 下 呈 局 球形 cs。 它 的 808 Bi py 45 60S 
及 40 8 颗粒 之 间 呈 可 送 的 转变 ,如 表 不 所 示 。 改 变 pH fli, mE 
Se ee ee 

» AL WRLOAE O CWOR EE A, se PH 值 ， 
pl daidadiniorein iors iapes! ye 


PLAS, GoM EDTA 都 能 促进 80S 颗粒 解 离 。 MBER 


子 浓度 或 降低 p 互 值 则 可 使 已 解 离 的 608 与 40 8 的 颗粒 转 而 复合 ， 
为 808 的 颗粒 。 青 豆芽 中 的 核 胸 微粒 (每 毫克 于 重 ) 含 有 0.31 ApM ， 
的 镁 和 0.05 uM 的 钙 。 这 两 种 离子 间 是 否 有 恒定 的 比例 还 不 知 


RL. BYE Abdul-Nour 和 Webster nym, ASW es 


BFR SESS IE, 
TEAM FT DEE — Fh 70 8 Wye FRA ES St 
离子 同时 存在 才能 保持 此 颗粒 于 透析 时 不 被 解 离 。 在 三 种 离子 之 
中 又 以 锰 离 子 的 作用 最 为 显著 。L1 毫克 的 RNA 需要 0.12 一 0. 二 
微克 的 盆 离 子 。 但 是 这 种 70 8 显 粒 一 驾 解 离 便 不 易 复合 , 旦 不 可 


解 wm Je 
} ji BOS->608+408. 6% 
Tr Re | 80S 9608+408. 50% 
i 酸 80SL>60S+40S. 80% 
5 
ihe fiz 
+5x10-4M Mgt+ 60S+40 S80 8 
is 酸 60 S+-40 S580 S 


a 
} 四 
“44s 68~70 8, RI Be, RNA 的 含量 为 50~55% , EWEN 
ee ee er 


PEAS PES I NE Oa RNA. #925 45% , 也 可 解 离 为 
亚 单位 [ss]。 
3. 5h Uy ML ak Wy ee he Oa ee Gare ah ae 
JIA LM ERA SH PAWL, Rae Pe 
TUBERS BIR, Ta EBD ALA Cs OI BOE TBD EE 


ARMM BUR S bi DWE h.Petermann : 


| 等 Cos ek BUI ORE AT EES OT, LUTE DL 
观察 到 有 BLOB 三 个 部 分 。 当 只 有 微量 的 镁 离子 时 ， 大 部 分 的 
微粒 体 中 核 胸 微粒 (在 8,000g 50 分 钟 下 获得 的 ) 主要 为 B 部 和 
少量 的 O 和 五 部 CULPA 5), 而 在 小 部 分 微粒 体 中 的 核 胸 微粒 (在 
78,000g Ssh PIE) MSARZECME, 4747 0.0024 M 
EBT, KASRGA MOREE C 和 卫 的 减少 。 改 变 镁 离 
子 的 淡 度 显著 地 影响 了 核 胸 微粒 沉降 图 语 中 的 分 布 情况 (图 5)。 
所 以 镁 离子 浓度 的 增加 能 促进 核 肝 微 粒 B 部 的 稳定 度 ， 另 一 方面 
也 能 使 较 小 的 核 肝 征 粒 复合 为 大 的 颗粒 。 在 图 6 中 四 表示 因 无 镁 
离子 , 卫 峰 增多 ; 四 表示 镁 离子 为 0.0005 M by, BiIeBEO@ Pram 
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四 
ee Tee ae Oe ef Tihs ae: end bs TR 4) sa" 4 


”但 卫 峰 的 减低 可 能 由 于 一 部 分 RNA 在 此 情况 下 被 析出 所 致 。 


” 液 ( 含 镁 离子 为 0.0005 M), pH 7.0 Hyde, EEN 


> HOB 
全 部 分 ”大 部 分 ”小 部 分 ? ; 
tid ret Pee Pf Bnd go 1 ob 


ty 4 7* | | 2 a 
A - hn 8.0 0.10 ge ge 国 
ee a Ce 8.0 0.10 0.0008 0.0024 


—_— -—aJ 一 下 


图 5 KBITMUE 


A BE § PH’ NaHCO, PO= MgCl, ~ 
babe OE oak M M M 


0) ; 
: f 8.2 0.10 0.001 0 


一 - 


-人 0.10 0.001 0.0005 
-| 8.2 0.10 0.001 0.0050. 
AL 0.10 0.001 0.0100 


图 6 a: bacuncene ae | 
少 ; @ 为 新 鲜 的 核 胸 微粒 ,透析 过 夜 无 改变 ; 四 显示 也 峰 的 减少 ，， 


:在 Jensen 肉瘤 (4 RNA 很 丰富 ) 中 用 0.001 M 磷酸 机 冲 


83 58 晒 粒 ,其 中 1228 与 60 8 Hm. SRBFRERE 


0.0007 M 时 ,83 8 颗粒 不 变 , 到 镁 离子 二 至 0.002M 时 1228 fy 


wees, fe 0.005 M 位 离子 沙 液 中 只 有 痕迹 的 RNA ， 当 位 离 ” 
子 为 0.01 M 时 RNA 全 部 析出 5%9。 在 莫斯科 召开 的 第 五 届 : 国 


_ 际 生物 化 学 会 财 上 同一 作者 报导 在 0.1M KHCO,, pH 8.5 时 从 


下 质 被 去 除 时 ，65 8 颗粒 就 减少 了 ,如 将 此 额外 的 蛋白 加 回去 ,区 


最 入 的 状态 ， 井 让 明 此 现象 和 镁 离子 的 存在 与 提取 条 件 有 关 。 如 
和 位 离子 全 部 移 去， 就 能 导致 这 些 颗粒 的 解 离 ， 这 种 解 离 是 不 可 
着 的 Ps。 由 电子 显 微 钥 观 察 上 述 核 有 微粒 呈 枉 贺 状 ， 有 300 A, 
250A, 200A, 100 A 四 种 大 小 不 同 的 颗粒 C*47]。 


ERIC Bok AE 5 ): 
q KE NAA MAR Ae Oa ee Be EO 
大肠 杆菌 |B Rawle | eS ee Me 


| ee OE 


沉降 系数 | 708 86S | 80S 80S 789 78S 
3 F Bl2asxio} — | 4.1108 | 4.5x10° | 4.1x10° 一 
Bim #%, Al 200 | 250 240 350 340 170 
 RNAy%! 59 42 40 50 40 
SAR, Z| 41. 58 60 50 60 
TI SEPEAEMS| BLS, 32S | 58S, 39S | 608, 408 | 60S, 408, 7 628, 468 
的 产物 26S 


(一 ) RAAB RABE ”不同 大 小 核 遥 微粒 的 
代谢 活性 是 否 相同 或 不 相同 ,目前 还 缺乏 足够 的 克 料 。Wagman 
和 Trawick!™*) 从 大 肠 杆菌 中 提出 以 40 8 显 粒 为 主 的 核 胸 微粒 ， 
他 们 用 的 提取 液 是 p 瓦 7.0、 离 子 强度 为 0.1 RIK, mH 
有 加 镁 离子 。 Dagley 和 Sykes") 从 大 肠 杆菌 中 提出 了 40, 29, 
20, 8, 5S 的 五 种 颗粒 ; Schachman, Pardee 和 Stainer5l7] 从 
各 种 普 菌 的 提取 液 中 亦 得 到 40, 29 和 58 的 三 种 是 粒 ;在 这 两 篇 
报导 中 都 用 了 镑 离子 ,他 们 的 车 果 还 和 其 他 报导 扩 ”” 符合 。 Dag- 
ley 和 Sykes'**) 观察 到 当 硒 菌 生长 在 含 胰 的 培养 基 中 时 就 产生 较 
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a a a] 55S 的 旺 粒 。65 8 颗粒 合 有 ASNEELIRNY 20% 5 CHE. 


HEB) 65 8 per, RT ELAR BAe WOR SE 


—sORUBELEDRNNZERL, Hoagland Joby 7 JLARK RU OE 
enn. as conemacra 可 0 


5 


高 量 的 40 8 颗粒 ,在 无 机 培养 基 中 进行 培养 时 40 8 wen Dae 
FEM AY 40 8 蛙 粒 要 多 些 , 在 静止 时 期 就 少 些 。 另 一 方面 此 
40 8 颗粒 在 0.18~0.066 M fy wee (pH 7. 0) 中 于 37°O 


下 培养 就 消失 了 ,如 加 入 硫酸 镁 又 可 制止 其 消失 ,磷酸 小 度 降低 亦 
可 减 慢 40S 颗粒 的 消失 。McOarthycs5 便 观察 到 大 肠 杆菌 的 墙 : 
养 基 缺少 镁 离子 时 核 肝 微 粒 在 24 小 时 内 消失 到 仅 为 原 求 的 595 
重新 加 入 镁 离子 可 使 核 胸 微 粒 增加 ， 而 促进 蛋 自 质 合成 的 速度 。 
Kennell 和 Magasanikr 也 提出 类 位 的 报导 ,以 后 Bowen 3093 
也 报导 了 和 帮 菌 提取 液 中 核 有 微 粒 的 大 小 与 培养 基 中 成 分 有 关 的 类 蛋 
似 的 千 果 。 从 这 些 奏 料 看 来 可 以 认为 40 8 Rte RT MH BE HP 
谢 活 性 上 具有 重要 的 关系 ,而 40 8 的 稳定 性 则 受 着 镁 离子 浓度 的 
控制 ,虽然 不 能 认为 这 是 唯一 的 控制 因素 。 如 果 根 据 人 Webbts 所 上 
观察 到 帮 菌 在 缺乏 镁 时 可 以 合成 蛋白 质 而 不 能 分 裂 的 现象 ， 也 许 上 
可 以 认为 40 8 显 粒 中 RNA 是 和 竹 胞 分 裂 过 程 没有 直接 相 联 的 ， 
关系 。 将 黄豆 根 锈 胞 的 水 提 液 进行 电子 显 微 镭 观察 , 可见 其 中 核 肝 ， 
微粒 的 大 小 是 随 着 半 胞 成 熟 而 变 小 cx， 这 和 前 面 所 述 竹 菌 条 胞 和 


在 生长 较 活 跃 时 有 较 多 的 40 8 颗粒 出 现 的 情况 相似 1。 


Tissieres 等 e] 以 大 肠 杆 菌 中 所 分 离 出 的 核 胸 微 粒 进行 氨基 
酸 的 井 合 实验 ， 发 现 有 一 种 70 8 的 颗粒 ， 仅 占 总 核 肝 微 粒 量 的 
10%, HFA ABA ALE 30 8 与 50S 颗粒 要 大 15 一 40 倍 ， 因 称 “ 
之 为 “活跃 的 70 8 颗粒 >。 这 种 活跃 的 70 8 显 粒 和 通常 的 708 — 


颗粒 不 同 , 它 井 不 由 50 8 与 30 8 所 造成 ,因为 它 对 位 离子 波 度 的 


变化 不 敏感 。 最 近 Bowen 等 ce 用 压 机 法 从 大 肠 杆菌 及 酵母 中 取 
得 条 胞 法 计 , 匈 一 系列 的 稀释 测 得 其 中 含有 508 及 80'S HBO, 
”如 在 破碎 的 朝 胞 中 加 太 0.01 M Tris 焰 冲 液 其 中 含有 OILM ， 


A 
项 


Pe ae 


; 


乙酸 镁 ), HURL EIR A TIM REO BL, 因此 作者 认为 在 测定 核 ， 
肝 微 粒 的 沉降 系数 之 前 用 镁 离子 来 稳定 大 的 核 肝 微粒 ， 未 见 能 代 
表 当 时 所 存在 着 核 肝 微 粒 的 天 然 状态 。Tissieres 等 ce 还 发 现在 
大 肠 杆 戎 的 体系 中 氨基 酸 的 并 合作 用 基本 上 的 要 求 和 大 鼠 肝 相 “ 
同 。 但 是 在 前 者 铂 离 子 浓度 对 氨基 酸 井 合 程度 的 提高 比较 后 者 为 
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one 


me, Degree Yeas ; y's {- deed VR (iach Shs VW, Bebe be Lend Wet 
Pet ah Set, 【人 here ‘i ee 7 oe f 7 oe ) 
r ay 和 7 ea iA } ， 只 AN? i Santi ’ MA Vi SAG 
“y it Tee ne i , bf ‘ Ny An: | ty Wie 4 Pat) { } ‘Tee ve J 
ay) )34 cA we yee} ; 1 


“Ss 0.007 ~ 0.011 M Mg** 加 可 以 钦 香 最 大 的 并 合 最 ， 
x ).001M Mg** 时 仅 为 其 7 和 5。 如 用 0.011 M Cat+ ftPRMg**, 
活性 只 为 后 者 的 10%. 
Pe HE I, GEAR IDE WONT RE HE Ao HE Ft 
BM, te 6 BEA. fe FH SF NA 
Br Sa Kit CO TT EIS IE HR FE He Fa BD AS — 9 9 
RI. 另 Hi » ARVADA ONC AE LI SS 
作用 是 不 相同 的 。 
4 RG FA“OMATRRRARE AEH 
a & Jew He He HE | 
: i ie a we me we He | TGeonoe OO) | eueTiECeDm/ LODE IEE HD) 


FE AER AYO BS Hit ER 100 430 
i | Beets pear eR 2M) 0 0 
KE Mg SAR Ron ) 97 415 ， 
—# Ca Bw i it A 99 201 
a: Mn SHR ic hi iS RT 43 
# Co SA Ha it ORL 97 898 


最 近 Takai 等 5 在 大 肠 杆 菌 中 分 离 出 25 8 WEIR, Be 
种 颗粒 具有 独特 的 性 质 : SERBS (75%), i RNA 的 含量 
"fats 25% (与 308 及 50 8 比较 ， 此 两 种 颗粒 中 俱 含 637 RNA 
| 与 37 多 的 蛋 自 质 )。 此 25S 显 粒 的 分 子 量 为 9.2 x 10*。 关 于 此 种 
”中 8 颗粒 为 大 三 粒 的 前 身 物 问 题 ， 目 前 尚 有 等 验 。 由 以 上 情况 看 
;各 折 敌 称 师 老 的 大 小 似 与 其 代 轴 活性 有 相当 的 关系 ,但 到 月 前 


oo 不 能 得 到 非常 肯定 的 结论 。， 


“四 ， EW Mn Ce eA RR SE 


近年 来 不 少 研 究 的 结果 都 承认 有 蛋白质 生 物 合成 中 的 顷 基 酸 芥 
ATER RAM Pat: 第 一 ， 氨 基 酸 与 三 磷酸 腺 昔 作 用 成 为 
活化 的 氨基 酸 ; 第 二 ， 被 活化 后 的 氨基 酸 先 和 溶性 核糖 核酸 

《s-RNA)《〈 或 称 转运 核糖 核酸 ，T-RNA， 或 称 接受 体 核 糖 核酸 ) 
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te 
A 
fa 


“为 溶性 蛋白 质 ， 此 反应 在 酵母 、 普 菌 、 植 物 及 动物 租 积 中 均 已 证 


We ee 


et A, Rob RAtWIES Bem er Ay 《或 称 捍 基 栈 基 核糖 模 
酸 ); B=, 这 个 中 间 产 物 然 后 被 转运 到 核 肝 微 粒 上 工 与 之 结合 ; 
第 四 , 氮 基 酸 在 核 胶 微粒 上 形成 肽 链 ， 由 核 肝 微 粒 上 释放 下 来 ,成 


实 cso 72 75, 791; 第 五 ,然后 s-RNA 又 忌 复 原状 再 与 新 的 气 基 酸 笨 
合 ,作用 如 前 。 参 并 “ 狂 胞 学 进展 ”第 五 章 。 

ano 2 a aos ae 
Are eR EA. OUR ERM 


(一 ) REBHATEPRRBRMESER bot Rite | 
和 s-RNA Jad Ay EBS he BO EES Be 
EU — APN MSHO TE ILVE A, BRT EL SRS OR eit th 9 Hl 
品 595 97> 199), Ft MEIC Ay Hy RAAT 
使 其 失去 活性 5 “1, 但 也 有 报导 在 使 用 一 种 凝 胶体 Sephadex 移 上 
去 史 基 激活 物 后 ,此 酶 制品 于 无 哆 基 化 合 物 的 情况 下 仍 具 有 活性 。 
此 外 还 需要 GTP 的 参加 ，GTP 有 刺激 s-RNA 转运 氨基 酸 到 核 
aeRO EA), TAB on Mg++、Oa++、Oox+ 等 都 有 | 
促进 核 胸 微粒 上 氨基 酸 的 并 合作 用 rze to7 2083, 

AAAS» RPT RNA 上 拟人 
SEMA RED ASAE ADT HAS ei La, 
FY DipG se mB ALB My CH SE IE LAC AM ATONE a 7, 
Zamecnik Ay sche pl isebA yy s-RNA 上 的 AMP dei FO 
RAL, 4RUEESi eo Lent, AMP BtA eit 
微粒 上 的 RNA HES, DM MEER, DAB RPT 
( 见 图 7)。 用 Ps deiaty s-RNA 进行 实验 ， 也 可 观察 到 有 一 部 
分 Ps BARRE Me ee Bl peo Ee 3, 和 并且 诈 明 它们 是 ， 
结合 得 很 紧 fb %1]。 这 种 结合 状态 可 能 是 通过 s-RNA Fe fh 
粒 上 的 RNA 的 核 背 酸 上 的 氢 键 而 形成 的 。 由 此 可 见 s-RNA 的 
特异 性 仅 限 于 它 和 什么 氨基 酸 相 烙 合 ， 而 在 转运 氨基 酸 到 核 胸 微 
粒 上 形成 肽 链 后 形成 特异 的 蛋 和 白质 的 关键 ， 则 决定 于 核 胸 微粒 


4 


帮 的 核 昔 酸 排 烈 ,所 以 形成 特 ， 
MKS GED IE ERE 
质 ) EAB HE 
为 模板 的 。 
(=) 特异 蛋白 质 合成 中 核 
阮 微 粒 的 特异 作用 “研究 特异 蛋 
自 质 的 生物 合成 采用 血红 素 的 合 
成 为 对 象 最 是 便利 。 用 完整 而 未 
BAG PAL ER Re ap eee 
网 核 而 仅 有 狗 808 its ee maaan 
Br) 2°), ae FoR 
ST AKI At, fy 5 BB Bie BE pA oe OE RE 
TRAIT EBEL  EH TOMI PRB PAULA: (Le 
BL, (2) RAL MAM es LP “PH 5 沉淀 ">，(3) GTP, (4) 
项 TP 能 量 产生 体系 ， 和 ( 5 ) 氨 基 酸 混合 物 Ca9。 现 如 以 豚鼠 肝 的 
SRNA FUER PUGET MERAY S-RNA, fUZE EDR IE UAL MERA 
成 而 红 素 的 保温 体系 中 氨基 酸 的 井 合 效 果 仍 是 相同 的 c ?9]。 
| Lamformc7 为 了 试验 不 同 来 源 的 氨基 酰基 -RNA HABE 
夺 微 粒 时 有 无 特异 性 的 问题 ， 采 用 了 网 积 红 血球 的 无 壮 胞 体系 进 
行 血 竹 素 的 合成 实验 。 当 用 网 徐 竹 血球 的 核 掀 微粒 与 其 “p 也 5 沉 
淀 ?部 分 (其 中 含有 氨基 酰基 -RNA)， 和 其 “p 也 5 上 清 液 ”部 分 ， 
以 及 ATP 相 混合 保温 时 ， 可 以 获得 最 高 量 的 氨基 酸 井 合 。 如 用 
AR ASR CAFE RAL ER. RBS) ecw, we “PH 5 YL 
Ye”, Be“ PH 5 上 清 液 ”交叉 组 合 , VETER, HUT PORE: 
CARE ERATE OK 5 PIAL MER “pH 5 沉淀 ?或 与 
BUF “pH 5 沉淀 te— te Rim MS a ke EMH A 
形成 具有 标记 的 血红 素 ，(2) 省 去 “pH 5 沉淀 ”部 分 能 使 氨基 本 
FEA WUE 60 一 80 %, (3) “pH 5 上 清 液 ”的 存在 与 否 井 不 影响 网 
AL MER POR LL RIE Ak, (AE EAM BRAY 
“pH 5 YR” ABC ANE HE EIA MAL PHHER, BUA 
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iP. WP Aye at NR OI ee ee ee ipa 
vr} t. ant ya): iw hi » a ) 二 NS ” ， 
; Poth Bile) Vy Ly) Lahey. ' 《 
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‘ ’ i] 下 


“pH 5 上 清 液 " 则 无 效 。 
从 上 述 实 验 烙 果 可 见 在 
血红 素 的 合成 中 “p? 互 5 沉 时 
淀 ”是 不 可 少 的 ，“p 也 5 上 | 
清 液 ”中 似 有 一 种 因素 能 够 
促进 合成 的 血红 素 从 核 胸 微 ， 
粒 上 释放 下 来 〈 这 个 问题 还 
待 进一步 的 肯定 )。 在 上 述 体 ， 
APE Wie T (CMe 
«AS CER AER Iie «| 氨 酸 ) ANION CY 3e 

-5 ie SA LAO chee? 氨 酸 一 起 保温 ， 可 得 到 Ou 

eae PA He SLE, 由 图 8 可 见 血红 素 上 的 O™* pracze MAK beim 
粒 而 来 ， 井 依 时 间 的 延长 而 坪 加 ， 核 有 微 粒 上 标记 则 随时 间 而 减 
少 。 此 外 和 井 证 明了 核 肝 微 粒 中 所 合成 的 仅 是 血红 素 的 一 部 分 前 身 时 
物 。 最 近 Kruh 等 吕 3 报导 位 离子 的 浓度 对 于 合成 血 竹 素 的 前 身 有 


。。” 物 有 影响 ,而 钾 离 子 则 对 于 血红 素 从 微粒 体 中 释放 出 来 起 作用 。 


以 上 所 述 仅 着 重 于 “p 也 5 沉淀 "和 “pH 5 上 清 液 "在 合成 血 御 和 

素 中 的 作用 ， 至 于 合成 特异 的 血红 素 〈 即 其 中 氨基 酸 排 定 的 特异 
性) 则 为 核 肝 微粒 所 决定 ,有 下 烈 实验 可 次 证 明 ( 表 7 ): 
HT 更 和 山羊 网 织 并 血球 中 各 姐 分 的 交叉 试 具 

核 持 微粒 的 来 源 | “pH5 沉 尝 的 来 源 |*pH5 上 清流 "的 来 源 | 合成 血 和 和 过 的 关 型 上 


一 一 | 一 一 | 一 


i 砚 SU aR a 羊 


Sohweet #019] 进行 了 类 似 的 实验 ， 他 们 用 更 或 小 鼠 的 网 容 
和 轩 血 球 的 核 肛 微粒 研究 0 氨基 酸 井 合 到 红 血 素 ,在 实验 的 保温 
体系 中 除了 有 标记 氨基 酸 、 酶 、s-RNA 及 其 他 成 分 外 ,都 加 有 更 量 
和 小 鼠 的 血红 素 ， 然 后 分 别 加 入 一 种 核 肝 微 粒 (更 或 小 鼠 的 )。 保 
温 之 后 将 沙 性 蛋白 质 进行 柱 层 析 , 使 不 同 的 血红 素 分 开 , 然 后 测 其 目 


“ice 


活性 .从 图 9~_10 可 以 看 到 在 用 小 鼠 的 核 所 微粒 的 实验 中 ,小 ‘ 
Sin SCRIS ARIEL MACACA Lt i 

葵 中 情形 适 相 反 ， 图 中 最 前 面 的 峰 的 放射 活性 较 高 ,这 可 能 是 叶 啉 
受 自 部 分 ,第 二 个 高 峰 是 小 鼠 红 血 素 , 第 三 个 高 峰 是 更 红 血 素 。 
SEASONAL LARTER SU SEs ACAD 
Bilet ATE ROOTES, TAH AT 


4 he .. MAL HE 
1.0; -1,100CPM Pet tie \S0CPM 
; aged 
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”图 9* RV RARER BRC" SRE St 
SRA VSR. + —- ZEOLITE, 0+ SRBGHISHE, BREE 
蛋白 用 IRC-50 38H: OT, EERO. 


HEM 


”图 10” EER cok Co Se aR Fe SLA SHH 
实验 。 一" 表示 光 密度 ，。… 表示 放射 活性 , ES 
用 IRC-50 进行 柱 层 析 , 其 洗 觅 图 如 上 
”大 图 中 所 示 少 量 活 性 部 分 可 能 是 假 现象 。 因 作者 报告 在 对 照 实 允 中 用 标 
BCA FEMALES ARCA BULA, ARTETA HES LA 
素 部 分 仍 发 现 有 3 一 4 多 的 活性 。 


一 


RNA ,正如 病毒 是 粒 中 RNA 具有 特异 的 感染 竹 。 
fe ECE PEA SRNA 的 存在 ,所 以 还 不 能 排除 sRNA 
的 作用 。 为 了 研 完 这 个 问题 ，Bishopr9 等 又 进行 了 下 列 实 礁 。 他 


” 们 将 下 烈 成 分 在 37" 保温 先 毕 后 ,将 核 胸 微 粒 析出 , 蛋 自 质 部 分 用 时 


硫酸 钞 沉 淀 , 再 用 柱 层 析 将 蛋白 质 分 离 , 测 定 放射 活性 。 
_ 1. (1) H* 亮 氨 酰 -RNA ORB), 让 q 
(2) Ibe eRe FEAL BRD | 二 全 的 q 

(3) BS CORP EAL MR) ; 

2. (1) s-RNA (PUL MER) | 
co) sce cummeacinn) Rta marE tt 
(3) 酶 (更 网 役 红 血球 ) j 
从 以 上 实验 车 果 可 看 出 无 关 的 s-RNA 加 在 保温 体系 中 也 可 国 

形成 血红 素 , 所 以 控制 氨基 酸 排列 者 是 核 肝 微 粒 。 

| Ds (1) 县 二 7 A -RNA 《豚鼠 肝 ) ip zy. Hs 亮 氮 
(2) 各 于 ee ROSA PR REA A 
(3) 核 肝 微 粒 (豚鼠 肝 ) 村 
4, (1) 五 :~- BE -RNA (豚鼠 肝 ) ee COR 
(oh ste See -RNA CERHRAL A | R LAE 
(3) BEI RON: FE PST i BR) re q 
Dh ESCH A GB ANTE RR EDT A OR JB A EAS I Oy 
s-RNA 不 起 作用 。 
(=) 核 胸 微粒 的 特异 作用 与 其 中 核糖 核酸 结构 的 关系 从 ， 
前 节 所 述 蛋 白质 生物 合成 中 核 肝 微 粒 的 特异 模板 作用 ， 而 其 特异 
人 性 显 见 是 和 核 肛 微粒 中 RNA 的 核 音 酸 排列 有 关 。 改 变 RNA 模 
板 上 核 苷 酸 的 性 质 或 其 排列 ,应 可 改变 所 合成 的 蛋 自 质 的 性 质 ; 或 。 
是 抑制 了 原来 蛋白 质 的 合成 。 例 如 以 偶 氮 饥 便 顺 只 代替 RNA 中 
的 岛 便 嘎 啥 ， 就 能 抑制 含 硫 氨 基 酸 井 合 到 蛋白 质 中 去 [2， 而 在 另 
一 实验 中 还 观察 到 它 有 抑制 门 冬 氨 酸 、 精 氨 酸 、 酥 氨 酸 、 笑 氨 酸 . 薄 ， 
ALB BAR CAR FABLHARHHAE ARE 
Me REE TA Pe A, TE EO A 
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性 。5- 氟 尿 喀 啶 井 合 到 RNA Path, EMEA 
奈美 所 合成 的 蛋 自 质 中 膊 氨 酸 与 酷 氨 酸 的 含量 降低 ， 而 精 氨 酸 的 
量 升 高 29 ,并 使 碱 性 磷酸 酶 和 6- 牛乳 粳 昔 酶 的 合成 起 变化 忆 ]。 
HAF HAL GEMS Fl 5- 氟 尿 喀 喧 对 所 合成 的 蛋白 质 灶 构 的 改变 
源 生 较为 迅速 的 效应 ， 可 以 认为 这 些 非 天 然 的 枝 碱 改变 了 核 胸 微 
Herp RNA 的 千 构 , 从 而 改变 了 它 的 特异 性 。 

(OE) 丰 胞 质 中 核 胸 微粒 的 特异 性 的 来 源 “ 关 于 特异 的 核 肝 
微粒 控制 特异 蛋白 质 的 合成 的 观点 已 简 述 如 上 ， 此 特异 核 肝 微 粒 


的 合成 ， 也 即 此 特异 核 须 微 粒 上 的 RNA 的 合成 是 受 什 么 控制 的 . 


We? 按 一 般 观 点 ， 特 异 的 RNA 的 合成 受到 DNA 的 控制 。 在 最 
近 文 献 中 已 有 不 少 报导 5***2] 关 明 RNA 的 合成 需要 DNA 为 激 
发 物 ,此 外 并 有 一 些 交 料 证 明 从 各 种 竹 胞 中 分 离 出 的 RNA， 它 的 
MA DNA ， 核 碱 租 成 相似 ， 井 粗 成 DNA-RNA 的 复合 
hy soto rs8197 87), rh Dae TA RFE AE] DNA 的 末端 
的 反应 与 条 化 此 反应 的 酶 的 存在 ， 此 酶 与 DNA 聚合 酶 完全 不 
同 C9。 这 一 切 很 明显 地 襄 明 RNA 的 信息 来 自 DNA。 这 种 RNA 
与 核 胸 微粒 的 特异 性 有 什么 关系 呢 ? 根据 Gros 等 在 进行 大 肠 杆 
著 蛋 自 质 合成 的 实验 中 发 现 有 一 种 RNA 不 断 地 合成 而 随即 降 
解 5], 存 在 的 时 间 很 短暂 ,而 其 活性 则 很 高 ,其 核 苷 酸 和 组 成 与 DNA 
的 相近 似 ,认为 这 就 是 传递 信息 的 RNA, 因此 称 为 信使 RNA 


Gm-RNA)。 这 个 m-RNA 是 与 核 胸 微 粒 相 灶 合 的 cx, 在 提取 核 
肝 微 粒 时 ,如 溶液 中 含有 1x 10-* M 的 Mg**, m-RNA 能 保持 


和 核 肛 微 粒 相 烙 合 ，Mg”… 的 淡 度 到 达 1x 10-“M 时 ，m-RNA 
AD] Ag Ibe ieee EEO °°. 前 面 全 提 到 在 大 肠 杆菌 中 有 所 请 活 
ey TOS 的 核 肝 微粒 Cs9， 可 以 认为 这 种 708 的 颗粒 上 附 有 
m-RNA, 所 尽 能 够 进行 活跃 的 蛋白 质 合 抱 。 有 人 观察 到 上 1 在 微 
生物 的 生长 中 核 须 微 粒 旋 少 降 解 也 无 合成 ;》 双 有 些 报导 显示 
大 肠 杆 菌 被 噬菌体 感染 后 ， ase DNA，sTRNA， 核 肛 微 粒 
RNA 和 m-RNA 的 合成 均 被 抑制 ， 只 是 噬菌体 的 DNA 与 其 


人 
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© am-RNA 的 合成 在 进行 着 ,所 以 就 合成 了 噬菌体 蛋白 质 ,如 此 鹃 来 | 


决定 氨基 酸 排列 的 因素 是 更 新 率 很 快 的 m-RNA, 这 个 新 的 RNAE 
分 子 附着 在 核 胸 微 粒 就 构成 了 具有 特异 的 核 胸 微 粒 。 9 

SJE AES SK SE m-RNA AYRE TSAR see I 
Et, Wettstein 称 之 为 ergosomes**], BKWBRARA TT 
738 ( 单 体 ) 所 构成 。 其 他 报导 亦 有 称 之 为 pol7somes。 蛋 白质 的 四 
合成 这 些 集合 体 上 较 在 738 的 原 体 上 为 活跃 。 如 集合 体 解 离 为 单 是 
体 ,蛋白 质 合成 的 活性 即行 降低 "529。 3 

(五 ) CRAPMRRBMSEARaR REM A 
HOARE As OR TEE, RULE PEAT AY 时 
465 TEU PET I, ae AER ET, 四 
RNA, ATP Kies. ARIZ IR SACU 
核 为 研究 对 象 » TES PANIES UP ASS FA PE TE 
AU i Se BJ HP SE FRE SUPE | 
未 见报 导 。 4 

UES EL A — SE LU Fe UP ETE AR BE ER A 
RNA,， 如 在 人 的 羊膜 普 胞 中 全 分 离 出 一 种 308 的 RNACG ,在 胸 
RM Ams RNA， 它 的 核 破 粗 成 和 DNA 的 近似 c25， 


， 双 在 大 鼠 肝 竹 胞 核 的 抽 提 波 中 所 进行 的 RNA 合成 需 有 DNA 的 


Bn), Hiatt 从 大 鼠 肝 秋 胞 核 制备 的 一 种 RNA， 表 现 具有 ， 
m-RNA 的 特性 [se%1， 因 此 近来 有 些 学 者 认为 m-RNA 的 合成 是 
在 条 胞 核 中 进行 的 ,然后 再 释放 到 短 胞 质 中 ,成 为 具有 特异 性 的 各 
胞 质 核 及 微 粒 , 这 种 观点 何须 进一步 的 探讨 。 | 

关于 m-RNA PAE, AE BAT. 
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ai 遗传 信息 的 传递 省- 


信使 核糖 核 靶 
oR Ow 


r 
Fp Bel Bs Se eS eA aT 


=I 


fa SHH Hh VAs Messenger RNA MAAK, HHP 
im-RNA， 另 有 人 命名 为 信息 核糖 核酸 Cinformational RNA), 
j 从 这 两 个 名 蛮 意 义 上 看 虽 不 相同 ， 但 都 表明 这 部 分 核糖 核酸 是 具 
,有 信息 传递 的 作用 ,因此 被 认为 是 与 遗传 有 关 的 物质 。 
(=) m-RNA 的 特性 m-RNA, 与 可 溶性 核糖 核酸 (s- 
[NA) 及 核 抠 微粒 上 的 核 鲤 核酸 均 不 相同 。 m-RNA 有 下 烈 的 特 
ote: | 


Dll 


1. m-RNA 与 sRNA Jee RNA HUME 

不 同 ， m-RNA 的 沉降 系数 在 8 一 128 左右 。 它 的 分 子 很 不 均 
一 ,在 通常 情况 下 与 核糖 核 肝 粒 相连 在 一 起 。 

2. m-RNA 的 更 新 较 快 , 锡 为 核 肝 徽 粒 上 的 RNA 更 新 速度 
的 几 十 倍 至 百倍 以 上 。 其 含量 少 ， 狗 占 租 胞 中 整个 RNA 含量 的 
2%. | | 

3. m—-RNA 4=F-ep AFAR AL LE Bi, 5 BEMIS 
核酸 (CDNA ) 相 对 称 。 即 如 果 以 DNA 中 的 胸腺 喀 啶 (T) 与 RNA 
中 尿 喀 啶 (U) 相 对 称 ， 则 m-RNA 分 子 中 腺 嘎 吟 (A ), GEIR 
(G), Wamenz(C), RUMBAFH BI DNA 分 子 中 的 A, G, C， 
中， 的 克 分 子 比例 一 致 。 而 s-RNA KMRL EM RNA 则 均 
无 此 种 对 称 的 关系 。 
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4. 据 估计 信使 RNA 的 分 于 量 在 几 十 万 以 上 TT A 
息 的 传递 者 。 

mr-RNA 具有 以 上 特性 ， 因此 一旦 确定 以 后 ， 就 立即 引起 了 
世界 生物 化 学 工作 者 的 重 向 。 近 来 有 关 m-RNA 的 研究 论文、 a 
述 以 及 短评 等 发 表 很 多 ， 其 研究 的 速度 进展 很 快 。 为 了 能 够 系 释 
的 习 明 m-RNA 在 遗传 及 蛋白 质 合成 上 的 作用 ， 本 文 将 首先 就 和 ee 
15 BBA DS Bie LRT % 

(=) 和 遗传 信息 传递 上 的 一 些 设想 遗传 信息 传递 的 理论 温 5 
fill, PY) ADA BAA EA 


DNA —> RNA -一 > 蛋白 质 ( 酶 ) 
(A 5BHH HAR) 


上 烈 公式 是 过 去 发 现 RNA 对 蛋 身 质 生 物 合 成 有 密切 关系 
后 , 即 存在 的 一 种 假设 。 它 表示 址 传 控 制 、 蛋 白质 生物 合成 与 核酸 | 
之 间 关 系 的 一 般 图 解 。 简 单 的 指出 了 DNA 是 遗传 的 物质 基础 ) 
它 对 RNA 的 合成 具有 控制 作用 。RNA 可 以 控制 蛋白 质 的 合成 ， 
(特别 是 酶 蛋白 )。 因 此 也 控制 了 竹 胞 的 代谢 。 另 外 在 每 个 步 卫 中 ， 
又 都 有 一 定 的 控制 因素 ,所 以 整个 过 程 是 相当 复杂 的 。 近 年 来 ,对 
以 上 各 个 步 双 都 进行 了 许多 研究 ,并 获得 较 多 的 查 料 , 千 果 是 一 再 ， 
证 实 了 公式 的 正确 性 。m-RNA 在 上 列 公 式 中 占有 的 地 位 ， 当 然 
是 在 RNA 的 部 分 中 ， 不 过 它 井 不 能 代表 全 部 。 但 如 果 m-RNA 
确实 有 遗传 信息 的 传递 作用 , 它 便 将 是 其 中 最 重要 的 部 分 。 

(=) m-RNA 存在 在 遗传 学 上 的 根据 法 国学 者 Jacob 与 ， 
Monodrtea7] (及 英国 学 者 Brenner 等 加) 在 遗传 变异 的 研究 中 ， 
也 提出 了 m-~BRNA 存在 的 可 能 。 他 们 以 微生物 中 某 些 蛋 白质 ( 酶 ) 
合成 的 改变 来 研究 遗传 变异 问题 。 在 他 们 研究 大 肠 杆 茵 中 后 乳 糖 
+F i (galactosidase) , 4-7L HF TBs hs (galactosidepermease) | 
及 定 乳 糖 乙 酰 化 酶 (galactoside-acytalase) 等 几 种 很 相关 的 酶 的 
上告 成 与 消失 的 诱导 作用 (induetin) 及 阻 地 作用 (repression) Ay, — 
他 们 提出 了 以 下 问题 ， 即 蛋 自 质 生物 合成 完 葛 发 生 在 基因 上 还 是 


Sm 


| He ei HERDER) ,是 让 接 由 基因 复制 而 来 抑 是 通过 特殊 
的 中 间 移 ， 如 果 坑 是 在 基因 上 , 则 医 导 物 与 阴 地 代谢 物 的 作用 将 直 

接 作用 于 基因 。 但 是 在 组 菌 变异 的 研究 中 , 苏 导 与 阻 二 作 用 所 引起 

酶 蛋白 的 生成 与 消失 ， 同样 也 表现 有 显 性 及 隐 性 的 突变 种 ,而 且 这 


# Be es fi fy ABs LE Sg SEH BE PRR BPA BA 


的 改变 来 解释 。 另 外 他 们 发 现 这 些 诱导 与 阻 过 作 用 有 多 效 性 , 即 酶 
蛋白 的 生成 与 消失 不 是 一 种 ， 而 是 一 个 酶 体系 。 以 上 这 些 酶 的 生 


sag 在 量 上 却 总 是 一 致 的 ,有 时 还 可 以 见 到 酶 蛋 自 糙 构 的 形 
成 ,而 无 活性 。 如 所 生成 的 酶 蛋白 表现 有 免疫 反应 ,但 无 酶 的 活性 。 
由于 以 上 所 见 到 事实 ， Jacob +3 Monod 认为 基因 可 能 不 是 一 个 单 
位 ,而 应 分 为 结构 基因 与 功能 基因 两 部 分 , 千 构 基因 控制 蛋白 质 合 
成 分 子 中 氨基 酸 的 排列 ,而 功能 基因 则 控制 蛋白 质 的 合成 过 程 。 
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Jacob 与 Monod #k/A DL EWR, HEH TH Sey SM BUTE 


mM, HRA SRE, 而 是 作用 于 功能 基因 上 。 


更 确切 的 提出 可 能 是 作用 于 和 结构 基因 外 的 某 种 遗传 信息 的 传递 物 
上 。 这 种 传递 物 的 作用 ， 就 是 将 基因 上 的 录 传 信息 带 到 合成 蛋白 
质 的 中 心 上 ( 可 能 是 核糖 核 胸 粒 上 )。 按 照 他 们 的 验 点 出 发 ， 这 种 
PHP APRA, ， 应 该 是 寿命 短 ， 有 密码 复制 的 作用 。 而 
m-RNA 的 发 现 恰好 符合 他 们 的 假设 ,但 Jacob 等 的 假 骨 是 只 限 
于 在 微生物 遗传 学 中 ， 是 否 能 够 应 用 在 广大 的 生物 界 ， 仍 需 罗 过 
许多 实验 来 证 实 。 而 m-RNA 在 粗 胞 中 的 存在 , RUE RAE oth 
学 研究 上 的 诈 实 的 。 


二 、 信 使 楼 糖 棚 酸 的 发 现 及 其 性 质 的 研究 


(—) 信使 核糖 核酸 的 发 现 m-RNA 的 发 现 是 在 1953 年 。 
当时 Hershey $$) Fi AT eet BT. 感染 的 大 肠 杆菌 研究 
核酸 的 生物 合成 , 当 他 们 用 2? 做 并 合 到 核酸 的 实验 时 ,他 们 发 现 
了 在 极 短 促 的 时 间 内 有 部 分 RNA 能 发 生 寿 合作 用 。 在 讨论 中 他 
们 提出 了 这 种 RNA 可 能 有 特殊 作用 。 久 后 在 1956 年 Volkin 与 
Astrachan®?"*) 也 发 表 了 相同 的 千 果 。 井 着 明了 有 能 迅速 井 合 
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作用 的 RNA 含量 很 少 ,而 其 他 部 分 RNA 则 并 合 得 极 慢 。19 


‘Specific-RNA), 19614 Gros .与 Haitt (011 双 报 导 在 未 


ward 与 Hiatt 即将 发 表 肝 胜 中 m-RNA 的 制备 方法 。 
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年 Volkin 45 Astrachan'*) 双 利 用 噬菌体 T, 来 感 桨 大 肠 杆 菌 ， 
也 发 现 了 这 部 分 RNA。 同时 他 们 分 析 了 这 部 分 RNA AF eb Be HP 
酸 的 比例 ,发 现 与 大 肠 杆 菌 中 的 RNA 不 同 , 却 与 噬菌体 T, ok T, 
中 的 DNA 相似 (以 U RET). AEM MARA, RHE 
出 这 部 分 RNA 可 能 是 感染 噬菌体 后 新 合成 的 RNA。 以 后 Vole 
kin 也 介 总 结 报 导 过 其 工作 扩 光 1]。1960 年 Yeas 44 RHETT 
在 酵母 交 胞 中 也 找到 了 这 部 分 RNA， 它 的 特性 也 是 更 新 较 快 ,而 | 
且 其 组 成 与 酵母 中 的 DNA 相似 。 这 样 就 引起 了 人 们 的 重视 。 苹 | 
后 Nomuna, Hall 5 Spiegelman"?! 也 上 发 现在 感 桨 噬菌体 工 , 的 
大 肠 杆菌 中 有 此 部 分 RNA 存在 ,并 命名 To 特异 性 -RNA (T.- 


烃 威 染 的 大 肠 杆菌 中 也 有 这 部 分 RNA 存在 ， 井 研究 了 它 的 某 些 
理化 性 质 。 动 物 末 胞 中 m-RNA 的 存在 目前 还 只 在 艾 氏 腹水 瘤 ， 
UEP OTe Na ARAM EO, 最 近 妇 献 中 便 提 到 Ho- 


已 知 大 肠 杆 菌 为 噬菌体 感染 后 ， 其 菌 体 自身 的 蛋 自 质 合成 停 
止 。 在 菌 胡 胞 中 大 部 或 全 部 新 合成 的 蛋白 质 是 噬菌体 的 特异 性 蛋 
白质 。 因 此 这 是 一 个 良好 的 模型 来 观察 葵 予 特殊 的 DNA 所 引 
起 的 新 蛋白 质 的 生物 合成 。 过 去 有 人 认为 其 关系 也 可 能 不 是 
DNA—> RNA —> 蛋白 质 ， 而 是 DNA —> #4, (8 but 
Hershey 等 以 及 Volkin 等 的 工作 都 证 明了 后 一 公式 是 不 正确 
的 。 研 究 蛋 白质 生物 合成 ， 开 始 时 都 认为 核糖 核 胸 粒 起 着 主要 作 
用 ， 基 至 提出 了 一 个 核糖 核 肝 粒 能 合成 一 分 子 蛋白 质 的 假 访 。 但 
很 难 解释 的 是 , 核 粳 核 肝 粒 上 的 RNA, SOBER ARH PUREE 
AAS ML DNA 的 核 苷 酸 的 比例 相对 映 。 现 在 看 来 , m-RNA 
却 满 足 了 这 一 关系 ( 见 表 1). 

(=) 信使 核糖 核酸 的 某 些 特 性 m-RNA 在 细胞 中 含量 很 
>, Grose at Mit AIT Ph m-RNAW SH RAM ， 
ee ICKL Ly RNA jb RRNA AY 80~85%, s-RNA MRNA 
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“#1 mRNA 的 化 学 起 成 分 析 
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|GCZ | 味 哈 / 喀 喧 
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Rui i ts T,| m-RNA 
药 天 肠 杆 菌 。 | T-DNA 


i RNA | 22.3 | 23.1 | 23.6 | 31.0 | 53.3 1. 3t 


10~-15 纪 。 由 此 看 来 ,m-RNA 仅 可 能 在 5 和 以 下 。 Gros 等 估计 
LAA 235 左右。 当然 如 果 mm-RNA 是 稳定 的 , 则 它 将 占 总 RNA 
的 很 小 一 部 分 。 但 m-RNA 更 新 迅速 ， 故 其 量 虽 少 , 而 新 生 的 
INA 则 应 大 部 或 全 部 是 m-RNA。 如 果 合 成 一 个 蛋 和 白质 分 子 是 
na-RNA 一 次 的 功能 时 , 则 其 生命 时 间 将 是 很 短促 的 几 秒 钟 。 
m-~RNA 分 子 的 大 小 是 根据 其 沉降 系数 大 小 估计 所 得 。 
Jayashi & Spieyelman 及 Gros 与 Hiatt 等 都 进行 了 m-RNA 
NH. M-RNA 含量 极 少 ， 因 此 他 们 都 是 利用 工 合 研究 的 方法 
HEAT HY, Hayashi 与 Spiegelman5l439] 发 现 m-RNA 的 沉降 系数 
在 8S (与 可 游 性 RNA,， 48 ,及 核糖 核 肌 粒 RNA, 168 及 23 
3 4A—&), Gros 与 Hiatt 等 也 得 到 类 似 的 结果 ， 他 们 用 了 
用 (一 Seis We AZ FE FT ATK ATA 〈10 一 20 秒 )， 逻 过 处 理 
下 ,在 分 离 核糖 核 肛 粒 时 就 发 现 有 自由 而 迅速 并 合 的 RNA 存在 ， 
ES 值 大 和 致 在 14 一 16 处 。 然 后 他 用 酚 或 去 活 剂 腕 去 核糖 核 肛 粒 
Ay JOEY , 仍 可 以 看 到 这 部 分 有 起 迅速 并 合作 用 的 RNA, 不 过 
CS 值 称 有 改变 , 即 减 小 至 88。Gros 与 Hiatt 认为 这 可 能 是 由 
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进行 迅速 并 合作 用 的 研究 比较 困难 . 1961 年 Hayashi 与 
Spiegelman 等 4] 采用 了 “下 降 ” 培 养 的 方法 (step-down cul- 
”tare) ,即将 在 完善 培养 基 中 培养 的 硼 菌 转移 到 合成 培养 基 中 以 抑 
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图 3 BAP? 后 ， 分 离 RNA 的 况 演 曲线 ,及 其 化 学 组 成 
分 析 。 各 部 分 RNA 的 组 成 《多 GOERS / MEE) o 


抽 RNA 的 合成 ,从 而 延长 了 这 部 分 m-RNA 的 寿命 。 他 们 得 到 
了 可 以 在 3~15 分 钟 内 进行 并 合 实验 的 可 能 。Gros 与 Hiatt 还 发 
现 m-RNA 更 新 迅速 还 不 只 表现 在 Ps*， 及 OM Remy 
着 合 实 验 中 。 当 用 5- 氮 尿 喀 啶 进行 并 合作 用 时 ,也 可 得 到 同样 的 
结果。 在 128 部 分 发 现 有 大 量 的 5- 氮 尿 喀 啶 存在 。 

m-RNA 分 子 很 不 均一 。 根 据 Hayashi 5 Spiegelman 所 
得 的 m-RNA 部 分 的 分 子 中 核 碱 的 比例 ， RRB KISH 
CULPA 3)。 此 外 Gros 与 Hiatt 在 分 离 m-RNA 时 发 现 ,在 其 分 子 
中 有 一 部 分 很 容易 与 核糖 核 胸 粒 分 离 ， 而 另 一 部 分 则 不 容易 与 核 
糖 棱 肝 粒 分 离 。 即 使 在 Me** WER 10“ MAY AD 708 
的 核糖 枝 肝 粒 不 分 解 成 308 及 508。 而 在 此 部 分 核糖 核 肛 粒 上 
就 附着 m-RNA 而 且 附 着 比较 牢固 。 根据 这 一 实验 结果 分 析 。 也 
说 明了 m-RNA 分 子 是 很 不 均一 。 

以 上 实验 都 襄 明 m-RNA SAH eB OHI. 
核糖 核 胸 粒 的 研究 中 ,应 访 提 到 的 是 在 1959 年 McQuidlen 等 cs， 
74] 及 1960 年 Tissieres EC 都 介 报 导 过 在 大 肠 杆 菌 中 708 部 
分 的 核糖 核 肝 粒 是 合成 可 洲 性 蛋白 质 的 中 心 。 而 且 最 近 还 有 人 报 
导 在 708 核糖 核 肝 粒 上 有 可 溶性 蛋白 质 ( 酶 ) 的 合成 。 当 Mette 


很 牢固 的 附 背 其 上 ,也 谣 明 其 功能 与 蛋白 质 合 克 有 闭 切 关 系 。 


还 竺 进一步 研究 。 


.及 srRNA 上 。 根 据 这 一 事实 , 致使 Gros 等 推 想 m-RNA 的 代 | 
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度 在 10-* 一 10-2M 范 围 内 时 ， 大 肠 杆 菌 中 的 核 精 核 肝 粒 多 为 70 8 ; 
信使 RNA 即 附着 其 上 。 当 Mg** ik EME 10-*M 时，708 BBE 
肝 粒 部 分 开始 分 离 形成 308 及 508 。 在 此 时 不 发 生 分 离 的 708 
则 是 活性 化 的 70 8 。Tissieres 等 称 之 为 活化 708 。 由 于 z-RNA 


在 核糖 核 肝 粒 上 存在 的 m-RNA 是 自由 的 RNA， 它 与 核糖 
核 肝 粒 中 的 RNA 不 同 。 由 于 其 分 子 外 部 无 蛋白 质 ， 故 能 够 为 胰 旱 
的 核糖 核酸 酶 所 水 解 。 在 70 8 上 附着 的 m-RNA , 宪 竟 与 蛋白 质 ， 
合成 的 关系 如 何 ，Gros 与 Hiatt 认为 这 部 分 RNA 是 蛋 自 质 合 。 
成 所 必需 的 ,在 蛋白 质 合成 后 随 着 蛋白 质 的 分 离 , 也 有 相应 的 Za- 
RNA 分 离 出 来 。 假 使 情况 确实 如 此 , 则 m-RNA 与 合成 蛋白 质 ， 
的 两 种 残 基 ( 核 苷 酸 与 氨基 酸 ) 就 应 有 一 定数 学 上 的 关系 。 这 关系 时 


m-RNA 代谢 更 新 迅速 。 如 果 采 用 较 长 时 间 的 Pa 或 Ce 
尿 喀 喧 核 昔 等 的 并 合 研 究 时 , 则 很 难 发 现 m_RNA 存在 。 因 为 这 是 
时 Pa 及 OM, MEME ELH: SBIR RNA 


HK, TEASE ke RNA 及 s-RNA。 为 了 证 ， 
明 这 种 假设 ,他 们 用 O™—~ 尿 喀 啶 核 苷 对 大 肠 杆菌 做 了 迅速 并 合 实 
验 , 然 后 立即 将 此 菌 转 移 到 无 放射 性 0”- 尿 喀 啶 核 昔 的 培养 基 中 
培养 ,观察 OM RMA, RRB m-RNA 部 分 的 ， 
比 活性 消失 ,而 核糖 核 遥 粒 RNA 及 s-RNA 的 比 活性 培 加 〈 见 ， 
图 4 及 5 )。 这 种 改变 是 随 着 时 间 的 增加 而 增长 。 此 外 在 核糖 核 
eke RNA 各 部 分 之 间 比 活性 的 比例 也 随 着 变化 ， 看 来 首先 是 在 
168 处 ,以 后 再 移 至 238 tho Were Ay HEE 238 Mlle | 
个 168 聚合 而 成 。 4 

Beek m-RNA 与 蛋白 质 合 成 有 密切 关系 ， 则 m-RNA fy — 
谢 更 新 是 否 与 蛋白 质 合成 存在 着 一 定 的 关系 ? Gros 等 进行 了 一 
些 相关 的 研究 。 他 们 采用 了 “下 降 " 培 养 ;! MARBROR 
HE ARAM A, MH m-RNA 的 更 新 与 蛋白 质 的 合成 无 ， 
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20 30 
的 Saag RS TD 
图 4 BA CHR MDE I WRT, ZFC HN eS RMSE HS 
养 两 分 钟 后 ,分 离 出 的 RNA 的 沉降 曲线 。1 . 光 密 庆 ; 2. 放 射 活性 。 
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5 PA Cire SAMA E, ZESCHCH Eno mee SEAL HH BSE 
20 分 钟 后 ,分 离 出 的 了 NA Agc Meh. 1. CE; 2. 放 射 活 性 。 

关 。 但 作者 推测 ,在 m-RNA 与 蛋白 质 合成 的 关系 上 可 能 存在 着 
两 种 机 制 , 即 与 708 核糖 核 肝 粒 有 可 赣 相连 的 m-RNA 部 分 ， 其 
更 新 与 蛋 自 质 合 成 无 关 。 而 另 一 小 部 分 牢固 附着 在 708 上 的 m- 
RNA ,其 更 新 则 与 蛋白 质 合成 有 关 。 它 只 有 在 蛋白 质 合 成 情况 下 
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FRASER, Gros HE HH hn A ott BS Fee Bh aS UT 
微克 分 子 的 氨基 酸 , 则 m-RNA 的 更 新 在 STO 应 为 10 秒 左右 。 是 
根据 以 上 材料 看 来 ,对 m-RNA 的 理化 特性 还 了 解 很 少 。 这 四 

是 由 于 目前 分 离 大 量 的 mRNA 还 有 一 定 困难 。1962 年 Bauty7 
等 C3 报导 了 应 用 DNA- 稚 稚 素 进 行 柱 层 析 ， 可 以 分 离 出 噬菌体 ， 
T,- 特异 性 RNA ( 即 m-RNA)。 但 还 必需 克服 m-RNA 迅速 量 
更 新 破坏 的 特点 ， 才 有 可 能 得 到 大 量 的 m-RNA ， 用 乌 研 究 其 理 国 
化 特性 。 ] 
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(一 ) PRA ie SLE KR SSC ERIE 


Bese EE AE RENUREAL, m-RNA 应 该 是 由 DNA 复制 生成 。 目 


1958 年 第 四 届 国 际 生化 会 蔗 上 Stentcs21 所 做 的 报告 概述 了 这 一 是 
Hae. SHREW DNA 链 与 一 个 RNA SMAI SRE 由 
理论 ,这 种 三 个 核 碱 之 间 可 能 存在 的 氧 键 与 Watson 与 Orick fy 
“ 理 芥 相符 合 〈 见 图 6 与 7) 。 近 年 来 的 研究 也 证 明了 这 种 可 能 性 。 
获得 这 方面 成 果 ,大 体 ,是 由 于 以 下 三 种 方法 的 确立 。 ‘ 

1. Doty 220°) 用 DNA 溶液 加 热 的 方法 解 开 DNA 的 双 螺 】 
旋 , 而 成 单 链 的 DNA。 然 后 将 此 洲 液 徐徐 放 冷 处 理 ， 双 可 恢复 双 
螺旋 结构 。 和 采用 这 种 方法 ， 也 可 得 到 由 不 同 来 源 DNA 所 粗 成 的 
杂交 双 螺 旋 链 。 

2. 广泛 采用 了 各 种 密度 梯度 的 离心 方法 分 开 不 同 密 re 的 核 
酸 ， 特 别 是 把 杂交 的 DNA 双 螺旋 与 其 他 DNA SH, RARE ， 
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‘1960 年 Rich"**) FANG (2 A nkAY SRI EL HERR, 5 mR 
的 核糖 核 苷 酸 聚合 成 了 人 工 的 DNA-RNA Wy2Rachh, SORES 
于 Watson 与 Orick fy DNA 和 人 4 
Ge , 7A SAR AEE. 
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图 6 在 DNA 双 螺 旋 的 沟 槽 处 7 rs Sree = PARA 
(BES) BRHBHKSRE : TEASER | 
糖 核 苷 酸 -蛋白 质 链 (图 下 部 ) 
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1961 4 Schildkrant, Marmur 及 Doty 等 c27] ya 1, 2% 
种 方法 ,获得 了 一 些 杂交 的 DN A , n— AGM Ht Toy DNA, — 
ARS AWA Te 的 DNA SF, fhMARTESCERS SI — eile» 
ARATE LAY DNA 才 有 可 能 形成 杂交 的 DNA, m- 
RNA 及 相应 翘 胞 中 的 DNA 恰好 符合 了 这 一 关系 。 % 

过 去 采用 酶 促 合成 的 研究 方法 , 开始 时 并 未 发 现 RNA yA 
成 需要 DNA .但 近年 来 大 量 的 诈 据 证 实 了 酶 促 合 成 RNA 时 ,也 网 
需要 DNA 做 为 模板 。 这 样 合成 的 RNA ， 其 核 碱 比例 与 加 大 的 
DNA 中核 碱 的 比例 相对 称 。 由 此 更 加 如 明 了 m-RNA 的 合成 
是 通过 相应 DNA 复制 而 来 。 不 过 复制 过 程 以 及 酶 促 反 应 的 研究 
还 很 少 报导 。 

(=) 信使 核 稿 核酸 与 相应 腕 氧 核糖 核酸 的 杂交 链 的 形成 以 
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图 8 65"C 时 哦 落体 Ts 的 DNA 与 其 特异 性 BNA 杂交 
链 的 形成 。CsCL- 密 度 梯 度 离 心 分 析 。 


及 天 和 然 核 糖 核酸 - 胸 氧 核糖 核酸 杂交 链 的 发 现 m-RNA 与 相应 是 
DNA 的 复制 关系 ,首先 是 由 Hall 与 8piegelimnancta] 所 证 实 。 他 
们 用 上 述 DNA 螺旋 解 开 与 恢复 的 办 法 获得 了 噬菌体 了 :特异 性 
RNA (m-RNA) 与 噬菌体 Ts 的 DNA 的 杂交 链 。 他 们 以 含 He 
的 胸腺 喀 啶 核 音 标 刀 了 噬菌体 Ts 的 DNA， 又 以 Ps 标记 Tz- 特 
异性 的 RNA。 将 此 DNA 5 RNA RA, HAMM © 
理 , 然 后 以 密度 梯度 的 方法 离心 ,获得 了 此 DNA-RNA 的 杂交 链 
( 见 图 8)。 此 外 他 们 也 采用 了 其 他 来 源 的 DNA 与 此 RNA 混 合 做 — 
加 热处理 , 则 未 能 获得 结合 。 由 于 说明 了 m-RNA 是 可 以 由 DNA ， 
复制 而 来 ， 而 且 只 有 相应 的 DNA 才 可 以 进行 复制 作用 以 上 的 
m-RNA, 
Beak m-RNA 是 由 DNA Pe ey | 
然 的 DNA-RNA 杂交 链 存在 ,以 后 Spiegelman 0 又 报导 了 
他 们 获得 了 天 然 的 DNA-RNA 杂交 化 合 物 。 他 们 所 得 到 DNA- 时 
RNA 杂交 物 , 也 是 在 噬菌体 T。 感染 的 大 肠 杆菌 中 。 按 此 车 果 设 
想 , 则 在 不 同 的 生物 和 胞 中 也 将 有 此 同一 物质 存在 。 前 述 在 艾 氏 腹 
水 瘤 络 胞 核 的 染色 体 上 所 上 发现 的 m-RNAc， 同 样 说 明了 有 天 然 
DNA-RNA 杂交 物 存在 的 极 大 可 能 。 同 样 Schulman 等 cs] 最 
近 也 报导 他 们 获得 了 这 种 天 然 的 DNA-RNA 化 合 物 。 
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COG, RRB REM SRARARENKR - 
(一 ) 核酸 在 蛋白 质 合成 上 的 作用 “已 知 特异 性 蛋白 质 的 合 
碱 ,是 以 核酸 为 模板 , 按照 蛋白 质 合成 的 密码 复制 学 说 ,核酸 中 核 
考 酸 的 排 烈 应 该 完 全 能 够 反映 蛋白 质 中 氨基 酸 的 排列 。 利 用 血红 
萎 自 等 已 知 氨 基 酸 排列 关系 的 蛋 和 白质， 来 进一步 了 解 与 蛋 自 质 合 
成 有 关 的 核酸 ， 即 s-RNA 及 核 糙 核 胶 粒 RNA 的 特异 性 。 发 现 
sRNA 对 合成 蛋白 质 中 氨基 酸 的 排 烈 无 关 。 写 的 作用 是 携带 已 
被 激活 不 同 的 氨基 酸 ， 而 不 是 密码 复制 作用 的 模板 。 核 糖 核 肝 粒 
RNA 在 复制 作用 上 似乎 起 了 主要 的 作用 ， 这 一 千 果 与 Tissieres 
等 提出 的 708 核糖 核 须 粒 是 合成 可 洲 性 蛋 自 质 的 中 心 的 论点 相 
吻合 ,至 于 DNA- 是 否 也 影响 蛋 和 白质 合 成 ,从 过 去 的 实验 材料 中 得 
到 诈 据 不 多 。 近 年 来 发 现在 研究 蛋白 质 生 物 合成 的 无 竹 胞 酶 促 作 
用 体系 中 , 实际 也 有 DNA 参加 作用 c。 如 果 在 整个 蛋白 质 合成 
hy MAMA MAE (DNase)， 则 有 蛋白质 合成 即 受到 抑制 。 
由 此 诈 明 了 DNA 对 蛋白 质 生 物 合成 有 着 密切 关系 。 但 究竟 在 这 
和 蛋 自 质 生 物 合成 体系 中 , 此 少量 的 DNA 如 何 起 着 控制 作用 ，, 在 
m-RNA 被 提出 后 Matthaei 与 Nirenberg5] 才 对 这 种 蛋白 质 
生物 合成 的 作用 做 了 研究 。 根 据 他 们 报导 ,在 有 s-RNA、 核 糖 核 
ier, pH 5 酶 等 的 无 秋 胞 的 蛋白 质 合成 体系 中 加 入 DNase 时 ， 
对 氨基 酸 的 并 合作 用 确 有 明显 的 抑制 作用 。 但 他 们 比较 了 加 大 
DNase 与 不 加 DNase 的 氨基 酸 井 合作 用 ， 发 现 氨基 酸 的 井 合作 
用 在 反应 开始 阶段 ， 帮 没有 什么 改变 ( 见 图 9 )， 只 有 在 猎 过 一 段 
时 间 后 才 发 生 抑制 作用 。 因 此 作者 提出 氨基 酸 井 合作 用 是 与 DNA 
存在 有 关 , 但 可 能 更 主要 的 是 与 DNA 复制 m~RNA 436, JRE 
5 m-RNA 的 合成 有 关 。 由 于 反应 开始 时 有 一 定 的 m-RNA 存 
在 ,使 DNase 的 抑制 作用 不 能 立即 表现 出 来 。 
(=) 天 然 及 人 工 信 使 核糖 核酸 在 蛋白 质 合 成 上 的 作用 m- 
RNA 的 存在 及 其 性 质 的 一 些 研究 与 推测 ， 引 起 了 研究 蛋白 质 生 
Why A MAS WHER, Nirenberg 及 Matthaeil**] 继 以 上 工作 即 研究 
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了 天 然 及 人 工 m-RNA AOE. (UP RSCR 
fy RNA ( 狗 在 105,000 G 时 沉降 的 ) 加 入 到 氨基 酸 并 合作 用 的 ， 
研究 体系 中 ， 发 现 有 促进 氨基 酸 并 合 的 作用 。 诈 明了 某 些 自由 
RNA 的 加 入 ， 确 实 与 蛋白 质 合成 有 关 。 同 时 他 们 又 用 以 酶 促 合 
成 的 多 聚 核糖 核 苷 酸 作为 模板 ， 即 人 工 的 ma-RNA， 求 研究 氨基 
酸 的 返 入 作用 ， 得 到 了 极其 重要 的 结果 。 他 们 用 多 聚 尿 喀 啶 核 苷 ” 
酸 (Poly U), 多 聚 腺 嘎 啥 核 苷 酸 (Poly A) RS Rien ewe 
(Poly 0O) 等 作为 人 工 m-RNA, 研究 了 19 种 氨基 酸 的 并 合作 用 ，， 
发 现 Poly U 对 1- 葵 丙 氨 酸 的 并 合 有 异常 明显 的 作用 ( 见 表 2 )。 | 
因此 他 们 提出 了 可 能 尿 喀 啶 核 苷 酸 是 ]- 葵 丙 氨 酸 的 密码 复制 符 
号 。 但 因 他 们 和 采用 的 多 聚 核 苷 酸 只 是 单一 的 ， 故 不 能 确定 这 密码 
ESRF Fare 1:1( 核 替 酸 : 顷 基 酸 ), 还 是 3:1(〈3 个 核 苷 酸 : 工 个 扰 昌 
基 酸 )。 
这 种 密码 关系 的 发 现 ， 一 方面 打开 了 研究 蛋白 质 合成 的 密码 】 
复制 学 谣 的 道路 ; 另 一 方面 也 说 明了 在 s-RNA Rw AE hit AL 
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ey Oe Se Ma 计数 /分 /每 毫克 蛋白 质 
和 全 44 
Me +1OMRAR RRR 39,800 - 
二 +10 DES RRR ravi vo 
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(=) fn FAL BSS SARAKSE va BE Aw TS BE 
用 的 研究 ”蛋白质 生物 合成 的 密码 学 说 ,已 有 许多 年 的 发 展 历史 ， 
对 密码 复制 的 关系 也 有 许多 不 同 的 看 法 。 现 在 应 用 索 广 泛 是 三 组 


BS, A: 


1. FERRAT DS META, Fy — TG Sil A 
位 ,可 复制 一 个 氨基 酸 。 

2. 这 种 密码 复制 单位 的 每 三 个 核 昔 酸 顺 序 相连 ,在 复制 时 没 
eg, 5 allied ate 
2,32, 3, 4 等 的 相 错 密 码 关系 。 

3. 核 背 酸 与 核 背 酸 之 问 没 有 类 似 标点 符号 的 物质 , 故 在 复制 


时 是 由 一 定 方向 开始 分 成 1,2,3 及 4)5,6 Saye we Ai, 


4. 这 种 密码 复制 作用 中 还 有 “退化 ?现象 , 即 有 些 特殊 氨基 酸 
往往 能 由 不 同 的 三 核 昔 酸 复制 而 来 。 反 之 一 种 三 核 昔 酸 组 也 有 可 
能 不 仅 复制 一 种 氨基 酸 。 
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: 用 的 特异 性 

氮 -” 基 ， 本 相应 密码 关系 ,三 核 背 酸 SB 考 x 献 
KW A we UUU 
ee ht A we 2U1G 
aie A, pe 1U1A1C 
& = A Rw 2U1A 
= 氨 ie 2U1C 

fq A BR 1U2A Sie! 
A Rs 1020 | 
a 所 酸 2U1C 
苏 A 酸 1U2C 或 1U1AIC 
栈 Bh 酸 让 
% Re 2U1G 
精 所 RB 1U101G 
tT ££ 1U2G | 
色 8 酸 RE Fa 
AH KR EF 1U1C1G [20] 
FA et Rh BR 1U1A1G 
s A BB 1U1A1G aa 
HB a ORR 1U1A1G i 
门 冬 酰 . 胺 1U2A 3% 1U1C1A ie 


Nirenberg] 与 Ochoa [97920] 实验 室 即 应 用 了 以 上 的 密 
码 复制 学 说 ， 以 酶 促 合成 多 聚 核 背 酸 做 为 人 工 m-RNA 进行 了 “ 
研究 。 计 算得 到 了 19 种 氨基 酸 密码 复制 的 关系 ( 见 表 3)8 

不 过 这 种 密码 复制 关系 还 存在 着 缺点 。 例 如 (Chargaffce) 就 
便 指出 ,根据 一 般 蛋白 质 中 氨基 酸 的 含量 比例 计算 ,相应 得 到 的 核 
昔 酸 比例 总 是 尿 喀 啶 核 苷 酸 过 多 。 因 此 使 人 无 法 相信 核酸 分 子 中 
含有 这 样 多 的 尿 喀 喧 核 苷 酸 。 

但 尽管 如 此 ，m-RNA 存在 的 理论 ， 对 密码 复制 的 研究 起 了 
互 大 推动 作用 ,对 解决 密码 复制 关系 , 及 生物 的 遗传 变异 的 研 完 都 
打开 了 广 关 的 天门, 目前 对 m-RNA 研究 与 综合 报导 等 文献 为 数 ， 
4B) Crick’) 更 进一步 以 图 解 衣 明了 mr-RNA 在 合成 蛋白 


4] 10 io gata DNA, m-RNA 7% s-RNA( 638 dee Wi 
FER AAAS he EASE A 7 


质 的 功能 ( 见 图 10), i<— AAEM RET m-RNA 目前 研究 
的 现状 。 


五 ti RR Bs 


ety PIESELE. 45 Se 2 — 7 A LS SH A, ASE 
Th ii AE AEE A A DAE A (ME) 及 核酸 方面 的 工作 
BEA, Tih HATH 4 PEE AG PE BR A PB 
m-RNA 的 发 现 ,有 力 证 明了 蛋白 质 生物 合成 与 核酸 的 遗传 密码 
复制 的 关系 。 当 然 目前 看 来 研究 所 得 的 碍 料 还 很 少 ， 因 此 对 遗传 
信息 传递 及 密码 复制 作用 等 问题 的 解释 ， 部 分 还 是 处 在 推测 、 假 
避 的 阶段 。 要 解决 上 述 各 关键 ， 就 必需 对 m-RNA 做 进一步 提 
纯 ， 井 研究 其 理化 性 质 、 代 谢 、 更 新 、 生 物 合 成 等 问题 ，, 不 过 m- 


— io 


RNA 在 条 胞 中 含量 很 少 , 寿命 短暂 而 且 更 新 很 快 ， BILD Ee 
m-RNA 显然 比分 离 提纯 s-RNA ere RNA HE 
难 ， 注 了 满足 新 的 工作 ,无 疑 会 要 求 采用 新 的 技术 与 方法 。 由 me 
RNA 研究 的 现状 看 , 它 不 仅 是 生物 化 学 工作 者 感到 极 大 兴趣 的 硝 
FERS He » ,而 且 也 是 整个 生物 学 ,特别 是 遗传 学 工作 者 企 望 及 早 解 次 
的 主要 问题 。 我 们 相信 ， 随 着 遗传 密码 复制 工作 的 迅速 发 展 ，mz 
RNA 的 工作 ,在 近 3~5 年 内 ,也 一 定 能 获得 更 深信 的 研究 关 料 
提供 遗传 机 制 研究 工作 的 参考 。 
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第 七 讲 ” 具 有 生物 活性 的 高 分 子 
核糖 核酸 的 提取 方法 及 
| 鞭 某 些 理化 性 质 
PEAR MRO 


Sees 5 | 


Dill 


— BEUREA Pe REIEPD EERE, (ELE FAR AL 
提出 的 核酸 进行 实验 ， 而 得 到 和 天 然 发 生 的 相同 的 现象 还 是 近 几 ， 


年 的 事 。 这 些 实验 烙 果 所 尽 引 起 学 者 们 的 很 大 兴趣 ， 因 为 这 些 核 上 


酸 具 有 特 弄 的 生物 活性 ,和 粗 敏 炙 胞 的 核酸 的 生物 作用 显然 不 同 ， 
并 且 表 现 了 遗传 物质 的 特征 ， 对 于 生物 学 的 发 展 有 重要 意义 。 所 
以 研究 具有 生物 活性 的 核酸 的 提取 与 分 离 技术 是 一 项 重要 的 工 


作 。 


1956 年 Gierer 与 Sehrammrer] 从 烟草 花 叶 病毒 (TMV) te 


取出 有 传染 性 的 核糖 核酸 (RNA) 以 后 ， 许多 作者 报导 在 不 同 的 病 


毒 或 组 积 中 相继 提出 了 具有 生物 活性 的 RNA， 花 按 年 代 先 后 , 烈 


Wd 1 « 
| 表 1 中 除 Maassab 的 流感 病 毒 RNA Asta 3, BI 
人 了 RNA 及 鸡 Rous 肉瘤 RNA 等 也 还 需 更 多 的 试验 作 进 一 步 的 
肯定 外 ， 其 他 动 植物 病毒 的 RNA 的 作用 ， 多 为 已 重复 肯定 的 籍 
果 。 | 

SCR PEE TT AA a Ey RNA 的 文章 很 多 ， 表 工 只 选择 
了 最 先 报告 及 有 代表 性 的 工作 ,很 多 相同 来 源 的 RNA， 用 不 同方 
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956IGierer 及 


烟草 花 叶 病 毒 


Schramm 47 
1957\Fraenkel- | 烟草 花 叶 病毒 AGRE | 36 
| Conrat 等 . 
1957\Colter ¢ |Mengo 脑 存 网 类 eR Ru, Lamia: | 24 
. | YAS AM, | 培养 
1957|Colter = FREAK PRR 
| Sb Bi Be > BU MME | 25 

FEB Hn RISE RSE | 
: ) Fe MSA aH, > Bi mE “| 25 
1957|Wecker 及 | 东方 马 脑 类 病毒 鸡 用 尿 圳 腔 接 种 | 冷 酚 法 |122 
_ Schaéler | . 
195g|Alexanderss [FRI A RAIS HeLa sia Sh eRee Fe IE 4 
1958|Cheng Semliki 森林 脑 类 病毒 ame | 18 
1958\Huppert 及 “| 脑 心肌 类 病毒 感染 的 体内 及 体外 的 玉 rebs| 冷 酚 法 66 
Sanders Kreb IT AS 77% Ani 
1958|Brown 等 FPS ae 7S SSE SE, DRE 13 
1958|Nojima, RAZA RIE wie 91 
1959\Diener 及 “| 坏死 环 班 病毒 AME “| 33 
Weaver - 
1959|Harrison 及 | 烟草 发 响 病毒 〈Tobacco| 法 国 豆 MP BE 58 
Nixon rattle virus) 
1959|Kaper 及 Steerel 烟 草 环 斑 病 毒 热 变性 法 | 69 
FETS OLA 热 变性 法 | 69 
1959|Reichmann 及 | 土豆 和 病毒 Chenopodium am-| 盐 酸 肛 法 | 94 
Stace-Smith 
1959|Rushizky B%& |Se#aA ETE 去 活 剂 一 酚 | 96 
Knight AFP AE 
1959|Welkie 黄瓜 花 叶 病毒 酚 法 |125 
1959| Wecker Pay Ss RIE XS CBE RE, XS ee ARE 123 


1959|EFranKlin  |-/\ BURA REE 


痊 酚 法 ， 热 | 41 
酚 法 


ew 


人 
BREN A ATL eee emi EN EAN 1 ARATE LR Uh 2 cc 


RNA SX 源 


#hFe (Theiler )GD VII 
病毒 

1959|sokol 等 Hypr 壁 臣 脑 关 病毒 
1959|Sprunt 等 | 考 克 塞 基 (Coxsakie)A-7,|HeLa faa A SRE 
B-4, B-5 病 毒 ,ECHO 


18 wae | 
_ 1959|Maassab 流感 病毒 感染 的 研 毛 砂 吉 1S ALES I 
1960|Holland 等 [| BI ses LE SEI HeLa fa | 酚 法 (室温 )| 65 
SHEE B-1 病毒 tet 


i960|Lacour = |KEL A TIS ABEL ; 
1960|DeCarvalho |) MAIS ABS» FED) A A ALAR EE SF aR AE Eto) 30, 


肿瘤 组 织 
1961|Nazamura ”| 登 革 病 毒 及 日 本 乙 型 脑 失 | 小 电脑 
aan | 病毒 感染 的 小 县 脑 
1961|Tufanov 鸡 Rous pay 


ERY APIA. 
AICI LA DRM, A IARI 
— Se a TSE RNA 提取 的 方法 作 一 简单 的 介 萎 。 


二 、 高 分 子 杷 糖 核酸 的 提取 方法 
具有 生物 活性 的 高 分 子 RNA 的 提取 方法 大 体 上 可 归 业 成 酚 
th ETS AVE BULB RPE RE TE SLE: : 
(一 ) 酚 法 ”这 是 目前 最 水 行 的 重要 方法 ， 它 导 源 于 West- 
phalr12s1, 他 用 酚 与 水 的 混合 液 来 分 离 组 菌 的 多 粳 时 发 现 蛋白 质 沙 
FH, SHARAF A. Kirby") 正式 利用 这 方法 
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提取 RNA & DNA, Gierer 与 Schramm!) 用 这 一 类 方法 ， 

BAA AREY TMV-RNA， 其 后 对 此 方法 有 了 各 种 

dk, WMG BNE ABE BEBE, 

1, ABE DL Gierer Schramm") 的 方法 为 代表 ， 将 

10% TMV fy Reeth Sembee (pH 7.3) 悬 液 , 与 等 体积 的 水 饱和 酚 

液 混合 ,强烈 振 氛 8 分 钟 ,离心 ,分 出 水 相 (内 含 RNA)， 将 水 相 重 
夏 用 水 鲁 和 酚 提 取 两 区 ， 然 后 用 等 体积 的 醚 ， 去 除 水 相 中 的 残余 

酚 , 如 此 重复 5 次 , 吹 丰 氮气 除去 残余 的 醚 。 最 后 得 到 的 RNA 水 
洲 液 ,可 立刻 进行 感染 性 试验 。 全 部 提取 工作 在 5"C 下 进行 

2. HIE DL Weckercte2s] 的 方法 为 代表 。 人 Wecker 用 冷 酚 
法 提取 东方 及 西方 局 脑 类 病毒 感染 性 RNA 没有 成 功 ， 而 将 酚 的 
温度 提高 到 40° 或 50°C 进行 (其 他 步 届 和 冷 酚 法 相同 ), 则 能 提取 
具有 感染 性 的 RNA 。 后 求 日 本 人 Nakamura!) AR ee AR 
肯 法 比 对 提取 登革热 病毒 及 日 本 乙 型 脑 类 病毒 的 感染 性 RNA 均 
得 到 同样 成 功 的 效果 。 了 ranklinr4] 等 用 这 两 种 方法 从 Mengo 
ieee RITE PHL RNA, 亦 得 到 同样 的 成 功 。 

Wecker 认为 在 局 脑 炎 病毒 中 提取 RNA， 用 冷 酚 法 不 能 成 
功 而 要 用 热 酚 法 才能 成 功 的 原因 ， 可 能 是 由 于 此 类 病毒 的 外 壳 含 
AR 50% 脂 质 ， 此 脂 质 在 5°C 的 酚 中 不 能 溶解 ， 要 在 温度 提高 到 
40~50°C 时 把 含 脂 质 的 外 壳 洲 解 掉 , 才 能 将 RNA 释放 出 来 。 

双 Wecker 在 提取 东方 局 脑 类 及 西方 马 脑 炎 病 毒 RNA By, 
RAMI RK, ALIN RNA 量 少 而 且 无 
活性 ,如 改 用 直接 加 酚 , 即 先 将 酚 加 入 粗 徐 中 ,再 磨 匀 浆 ,再 进行 提 
I, RUGS BIBER, SIX TRADE, UES a 
的 情况 下 ，RNase 发 生 了 作用 ,使 RNA 降解 失 活 , 直 接 加 酚 则 可 
减少 RNase 作 用 的 机 会 。 瑟 uppert 及 Sanders **! 在 脑 心 肌 炎 病 
毒 的 感染 性 RNA 提取 中 也 巡 到 同样 的 问题 ， 即 用 闪 酚 法 不 能 提 
出 脑 心肌 炎 病 毒 的 感染 性 RNA, 机 用 热 酚 法 才能 成 功 , 而 且 在 培 
养 液 的 上 清 液 中 ,能 提 到 比 病毒 沉积 物 部 分 更 多 的 感染 性 RNA, 
但 最 近 他 们 根据 自己 新 的 实验 ,怀疑 原来 的 “ 闪 酚 不 能 取消 病毒 蛋 


a A td 


ee i tle 
: 人 
Pay: 


白 外 壳 的 抵抗 ， 只 有 热 酚 才 能 成 功 ” 的 推断 。Bellatt 及 Sander: 
等 5 在 提取 过 程 中 , 仿 Eraenkel-Oonratrss ey hw MAB, 
千 果 用 冷 酚 也 能 提出 脑 心肌 炎 病 毒 的 感染 性 核酸 ， 而 且 活 性 和 用 
类 醒 法 一 样 高 ,在 病毒 沉积 物 中 提取 出 比 上 清 部 分 高 10 (EO fe 
PE RNA, 
3. BARRE Fraenkel—Conrat cs 108] 和 00 a 
TMV, BEF 4 SK}, MA 100 yesh ER, Be 
0.04 Ft 0.1 M EDTA (pH 7.0), 4:27; 802 WER, TE 
25° ORF 15 分 钟 ,离心 分 出 水 相 , 再 用 2 SEPP Bh SP 
相 ， 用 乙醚 洗 三 次 去 酚 ， 再 以 2.5 体积 乙醇 及 3 M 醋酸 (1 涌 / 毫 ， 
升 ) 沉 淀 RNA， 将 沉淀 再 洲 于 水 中 。 在 冷 的 条 件 下 ， 以 40,000g 
离心 2 小 时 去 掉 残 余 的 邱 士 ， 再 用 乙醇 沉 出 RNA， 或 先 用 1 一 
1.2M NaCl 沉 出 RNA ,再 以 乙醇 沉 证 。 
这 样 制 出 的 RNA，, 其 感染 性 比 通常 酚 法 提出 的 高 10 倍 堪 和 
Ai, BSBA EMEA 0.03~0.05% CH S* 测定 ) 或 更 少 。 
, RNA 的 稳定 性 也 增加 了 。 了 raenkel-Conrat 等 认为 这 是 由 于 皇 
士 把 蛋 自 特别 是 RNase 从 RNA 溶液 中 吸附 掉 的 糙 故 。 
在 酚 法 的 应 用 中 ,不 同 作者 都 有 其 不 同 的 条 件 , 在 PH HA 
用 pH 5, 6, 6.8, 7.0,7.2, 7.4, 甚或 更 高 的 pH (as 在 克 冲 MBE 
方面 , 有 用 磷酸 盐 , 氧化 钠 加 磷酸 盐 , 枸 机 酸 盐 ， 氧 化 钠 加 枸 机 酸 
盐 ， 了 EDTA，Tris 等 ; 在 离子 强度 方面 从 0.001M EDTA za 
0.02~0.1 M 磷酸 盐 , KR 0.14 M Nall 4, 在 这 不 同 条 件 下 也 所 
出 了 具有 活性 的 RNA。 
STEAK, AAR TRO, Sen 
果 , 所 得 RNA EAR A, CEA eRe, 而 另 
一 些 试验 中 则 要 用 重 蒸 酚 , 才 能 得 到 较 好 的 效果 。Eraenkel-Oon- 
rat[eo] 则 用 商品 酚 及 重 蒸 酚 作 了 分 析 比 较 ， 前 者 比 后 者 含有 更 多 
的 金属 离子 ， 因 此 在 RNA 制剂 上 混杂 的 金属 离子 量 也 不 同 ， 用 ， 
商品 酚 提 出 的 RNA 的 金属 含量 狗 比 重 蒸 酚 得 到 者 高 10 倍 (参阅 
Be 253). 
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Gi fijf Fraenkel-Conrat 等 : Proc. Nat: aca Sci. U.S.A., 45: 315, 1959). 


- 


(0.017% Beye)’ 
Fur of 2 yg, / 104 克 BS 


— -HER(0.0005% RE) 
毫克 /10 


* PERE, BESTE, BRI. 


#3 TMV-RNA 4848 


Ame | 
bert rE 


170 


16 


(摘自 Fraenkel-Conrat *: Proc, Natl. Acad. Sci. U.S. A., 45: 315, 1959) 
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Ba 0.005 
eee eo ei vee 
Mn save’ 


注 : K, Na, P, Si, B 等 未 列 入 。 
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亚 磷 酸 作 酚 的 保护 剂 而 不 加 标明 ， 这 种 保护 剂 却 会 破坏 RNA By 
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_ 直 于 金属 离子 能 影响 RNA 分 子 的 二 般 千 构 ， 用 重 蕉 一 所 国 


二 般 糖 构 , 但 是 这 两 种 酚 所 提出 的 TMV Ee 在 生物 活性 上 
无 显著 差别 。 
Alexanderts] 主张 用 重 共 酌 ;因为 一 些 厂商 ， tk AS ‘ 


TEE, ALAS RAE DA RR ER EI , DAT AR , BA PK VEE F J ; 
能 去 挤 上 信保 护 剂 ， 日 前 已 孝 很 少 有 人 用 商品 醒 而 不 用 重 革 大井 
行 提 取 的 了 。 
酚 的 浓度 有 用 909%， 80% aK 7k HLF (AH 4 70% Fea) est 
浓度 的 差别 对 RNA 的 活性 似乎 没有 显著 的 影响 ， 但 从 不 同 的 材 | 
料 , 对 于 提出 RNA yr TR AT SATE AB 
少 是 引起 浓度 差别 原因 之 一 。 了 
除去 残留 的 酚 所 用 的 乙醚 ,必须 不 含 过 氧化 物 ,以 免 使 RN 人 A 
破坏 ,一 般 分 析 纯 的 乙醚 含有 0.001 儿 左右 的 过 氧化 物 ,必须 预先 上 
去 除 。 4 
(=) 去 污 剂 法 “Fraenkel-Conratcsel 的 实验 室 最 早 用 这 种 
方法 提出 活性 RNA。 他 以 Duponol C ( 即 硫酸 锁 十 二 煤 酷 ， Na- 
dodecyl Sulphate) 来 提取 TMV-RNA。 将 4 体积 19 TMV(A 4 
4; 10-*M EDTA ) 加 热 到 50*0, FEMI RE pH FI 8.5, A1 © 
体积 5% Duponol C, #4, 42 5041°C 5 7 Bh Je 28 Me Fl 
20°C, Ail FMRI 33% HA, ILA, 离心 除去 蛋白 沉淀 ， 7 
将 上 请 液 放 冰 箱 中 过 夜 使 沉 出 大 分 子 RNA, Bob pH RNA ii 
证 ,再 溶 于 水 中 , 加 2 体积 乙醇 再 使 沉淀 , BS ALI pH 5 的 
3 M 醋酸 盐 失 冲 液 ,使 更 易 粘 架 沉 出 ,重复 乙醇 沉淀 一 次 ,最 后 ; 复 
溶 于 水 中 ,用 超速 离心 去 掉 凝 聚 物 及 病毒 , 即 得 RNA 的 水 洲 液 。 ， 
去 污 剂 法 中 也 有 人 不 用 Duponol C ij =F Bes cy: | 
lene sulfonatel**]) 的 。 
(三 ) 热处理 法 ”或 称 热 变 性 法 。 此 法 导 源 于 Cohen 及 
Stanley523]， 后 为 Lippincott!**3, Commoner!**] 等 人 利用 ,并 制 ， 
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出 者 faster TM V—-RN A “83, 
| Ta 6 毫升 0.02 M WEN ER BENbIR (pH =7, PY 0.13 M 
fC) HLA 125 SAP , 在 盐水 洛 中 加 热 到 98 一 98.5*C， 再 
MA 5 一 20 毫克 /毫升 的 病毒 悬 液 3 毫升 , 轻 轻 搅拌 1 分钟 ， 然后 
PAIK 2 分 钟 左 右 ， 以 2500 g 离心 5~8 分 钟 ， 使 大 部 变 
PRAT, LWA 18 毫升 ( 2 体积 ) 冷 乙醇 中 , 30 DSH 
， 以 2500 g 离心 15 分 钟 收集 RNA ， 将 沉淀 再 溶 于 冷 燕 溜 水 
Th, 使 其 浓度 达 100 微克 /毫升 左右 ， 再 以 105,000 g 超速 离心 { 
小 时 ,去掉 变性 蛋白 、 残 余 TMV 及 凝集 的 RNA 。 小 心 吸 出 上 清 
液 ,任何 沉 演 都 不 要 。 


—Lippincott*] fy Bei oe: Pt BEA BE 98~99°C 


的 范围 ,以 免 其 活性 降低 ,， 除 加 热 以 外 , HERSEY FE 10° 以 下 进 
AT XE AI RNA BYR HEW 0.1~2%, 比 一 般 方 法 提高 10 倍 
左右 。 
(四 ) # BRAM (guanidine hydrochloride)## 1951 4 Grin- 
nan 及 Moshor'*7), Volkin 及 Corter"??°) S234 RSD AR AM SEHEM 
SrA KAS RNA, 1959 4 Reichmann 及 Stace-Smith"™*) 用 


HEIN BIIEX Wy RNA ， 成 功 地 得 到 感染 性 RNA, API 


法 如 下 : 

将 0.5~.025 的 病毒 基 液 加 大足 量 的 浓缩 盐酸 县 〈 再 烙 章 
fy) 卫 DIA(〈p 互 8.4) 溶 液 ， 慢 慢 加 入 使 最 后 浓度 达到 2.5 M 盐 
MK 0.005M EDTA。1 小 时 后 ,在 4500 g 下 离心 ,以 小 量 同 
样 深度 的 盐酸 县 -了 DTA 液 洗 沉淀 两 次 ,再 将 沉 证 混 巧 于 水 中 ,加 
大 2 体积 无 水 酒精 , 2 ie 3 M BRR IRC pH 5), hie 30 4 
钟 后 ， 在 4500 g 下 离心 分 出 沉淀 , 再 溶 于 水 中 , 在 75,000 g FB 
心 90 分 钟 。 将 上 清 液 对 500 体积 的 水 透析 过 夜 ， 可 得 70~90% 
的 RNA。 

(HL) 去 污 剂 - 酚 提 用 法 ”1959 年 ，Rushizky 及 Knight" 
FAIR Ts HE Hh EA RIG FED NY: RNA。 他 们 以 10 
毫升 多 25 Sy /SS HII, 21.6 SH 10% mew 


s 


Sgr SIM OK pH 3] 4.1, 搅拌 2 分钟 后 ， mokne eo 
VARS SFE Ss pH 调 到 6.1, 加 大 10 Fk AM, 
TESA 25 DHE BORAT, ASA BA VEE 
SK, BOBBED DA 2 BUS, JAD 0.1 225 pH 4.6 
的 1 M 醋酸 钠 , 混 镁 ,在 6°C HOR: 30 分 钟 ,离心 , 将 沉淀 溶 于 5 me 
升 冷水 中 , 成 一 混浊 液 , 以 114,000 g Bits 1 NAT, DBRS 
性 蛋白 。 按 上 述 步 县 将 上 清 液 便 大 含有 醋酸 钠 的 12 BEFT Ao Z BE 
中 , 在 6~8。 过 夜 后 , 离心 分 出 沉淀 。 此 沉淀 洲 于 水 中 , 即 成 接 中 
用 的 RNA way, 
(六 ) PBL (fluorocarbon) 法 BEN DEL, 

Ge AU BRAGA, RUA, BRA 
(Freon), i PEAR MAN DAF RES MR AA-112 © 
(Freon-112)。 这 类 方法 应 用 到 核酸 提取 上 ,是 导 源 于 Gesslerce 
“] 用 来 纯化 病毒 的 方法 ， 他 用 75 份 毛利 昂 -112 与 25 份 庚 烷 ( 重 ， 
量 / 重量 ) 混合 成 的 氮 矶 化 合 物 ， 除 去 非 病 毒 的 蛋 自 质 而 使 病毒 
纯化 。 后 来 DeCarvalho cs% 2 利用 类 似 的 方法 ， 将 自 血 病人 的 量 
ft FE AWS OR. PLES ALAR, HH RNA, fe 
种 到 人 羊膜 站 胞 中 ,产生 了 锈 胞 病变 ,同时 注 太 小 鼠 体内 也 分 别 产 
生 和 白血病 和 相应 的 肿瘤 。 他 的 方法 是 以 1- 氟 -二 氧 -2- 二 氧 - 氟 代 
乙 烷 (1-fluoro-dichloro—2-dichloro—fluoroethane 上 ClC 一 ， 
COLE) (ee AUER MORAL ART CRRA JS 
掉 坏 死 部 分 , 剪 碎 , 混 悬 于 0"0 fy 0.15 M pH 7.2 fy Sorensen 磷 
ME rh, WeIllwaine fem thee whe “PBI ML RRR) 
WA 1 GV RRC AY IE Aa, D447 Bt 45 ,000~50,000 oe 
速度 研 麻 10 分 钟 , 或 以 每 分 钟 70,000 转 ,5 aE RRA, HES 
AE I} DL UK- PS AS PREY RE TE 0~4*C。 然 后 ， 以 每 分 钟 1800 HE 
20 下 离心 10D, MK -HL SRIK=EB. Mam 
eee LAH OCH , BETES SEL Py DEB ABA 
BLA WES Lik Pea LER, ADV BEL A eZ 
再 无 沉 证 出 现 为 止 。 最 后 得 到 的 水 相 ， 在 0 一 4*C 用 平均 孔径 为 


种 米 的 次 过 滤器 (FMB-52-08 Selas) 过 滤 ， 滤 液 即 为 RNA 


和 上 壕 氟 碳化 合 物 ， 是 非 极 性 去 活 剂 ， 在 水 中 的 溶解 度 只 有 
).02 8% Att BR BME ORS SBA A Be 
春水 相 中 ) 变性 蛋 自 及 去 污 剂 本 身分 成 三 层 ， 操 作 方 法 较 简易 ， 
得 近 种 方法 不 能 将 RNA 和 DNA 很 好 分 开 , 在 制剂 中 DNA: 
NA =1:10。 虽 然 “ 加 入 RNase 能 使 制剂 失 活 , 加 入 DNase 则 
而 的 活性 不 碱 低 * 放 明 活 性 作用 仍 是 由 于 RNA 所 引起 的 ,但 在 
5 法 学 上 看 含有 如 此 多 量 的 DNA (REPRE. 

由 上述 各 种 提取 方法 各 有 其 优 缺 点 ,对 不 同 的 对 象 ， 其 效果 也 不 
fala SEP ee IL), BALA A, ESE, 均 有 成 功 
的 报导 ,方法 简便 ,能 反复 进行 ,将 蛋白 摊 杂 量 降 到 0.595 以 下 , 特 
别 是 龟 士 酚 法 ,更 能 成 功 地 抑制 RNase, 获 得 较 好 的 效果 。 

但 酚 法 的 缺点 是 有 相当 一 部 分 的 RNA 跑 到 酚 层 中 ， 提 取 不 

出 来 。 据 Milmancee] 的 报告 ,在 大 鼠 几 种 粗 纳 的 不 同 亚 竹 胞 部 分 

HB, ASR 2~20% 左右 (一 般 在 5~10 委 左右 ) 的 RNA 不 能 用 

酚 法 提取 出 来 。 这 些 不 能 用 酚 法 提取 出 来 的 RNA, 其 代谢 活性 却 

特别 高 ,以 Ps: 井 合作 用 来 襄 , 比 用 酚 法 提取 出 来 的 RNA 高 6~7 
倍 CMilmanrss]) 或 10 倍 以 上 (Sibatini[los] ) 。 

去 污 剂 法 所 得 的 RNA 产品 ,一 般 蛋 白质 摊 杂 量 较 高 ,适用 范 

围 也 较 窗 ,只 有 少数 成 功 的 报导 。 盐 酸 扳 法 和 热 变性 法 也 是 这 样 ， 
先前 的 报导 多 是 失败 的 ,只 能 获得 降解 了 的 RNA。 虽 然 Lippin- — 
cottrasl 报导 便 狂 用 热 变 性 法 获得 了 感染 性 索 高 的 TMV-RNA 
(7BI4 1% 左右 ) ,但 感染 性 很 不 稳定 ,而 且 仅 有 一 两 例 的 报告 。 

氟 碳 化 合 物 法 的 应 用 ,多 是 关于 人 类 粗 奢 及 病毒 方面 的 ,报告 
主要 来 自 De Carvalho 的 实验 室 , 虽 然 他 报告 了 氟 碳 化 合 物 的 辐 “， 
果 比 酚 法 的 结果 好 ， 井 解释 为 可 能 酚 法 引起 较 多 的 降解 c?， 但 是 
不 能 将 DNA 分 开 是 一 个 显著 的 缺点 。 

总 之 ,目前 所 有 方法 还 都 不 是 完美 无 缺 的 。 酚 法 的 研究 志 多 ， 
有 关 方 面 了 解 的 也 多 些 , 其 他 方法 研究 得 还 不 多 ， 了解 得 更 少 , 还 
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有待 更 多 的 工作 去 关 明 ， 和 进一步 创造 出 更 完美 的 方法 。 目 前 
“RNA 提取 的 工作 中 , 要 达到 象 蛋白 质 那 样 能 够 糙 晶 出 来 的 水 下 


制 问题 。 花 分 述 如 下 : 


为 有 RNA 的 地 方 就 有 它 。 上 面 烈 举 的 各 种 方法 都 是 主要 针对 它 】 


白 - ~ 4 . ; 
fox: te 2) mor ger se ons nt > > > : * =a * - - ty ae 7 
SPR SCA KT ak me St a a ee oR te ete TR — Le — See Pee ee 六， Fr 
m : - Pa a2 了 全 7 af == Lg a = ai tg aoe —— Ss wae ee 人 = = 区 — = > — eee ner ae Se sD en ae , 
as Po Ee Se Ps a eS 2 ER a FE gana RE Fa ae Ee Pg OE Ge Gen ae 池 Se, eS ee See 


还 有 着 相当 的 距离 。 特 别 是 由 于 RNase 的 普 逼 存在 ,很 难 达到 这 
全 的 绝对 的 抑制 。 所 己 在 解决 这 个 问题 之 前 ， 要 得 到 在 生物 活 恒 
方面 及 理化 性 质 方面 都 能 能 玩 好 地 重复 的 制剂 就 已 痉 不 很 容易 了 。 


、 核 糖 核酸 提取 过 程 中 防 目 降解 与 变 狂 的 问题 


在 高 分 子 RNA 的 提取 过 程 中 ， 最 重要 的 是 怎样 保持 RNA 
的 自然 状态 ,及 防止 降解 或 变性 ,怎样 除去 杂质 ,提高 纯度 。 ， 
能 引起 自然 状态 的 RNA 变性 或 降解 的 因素 很 多 ， 有 酶 方面 
的 ， 化 学 方面 的 , 物理 方面 的 ,其 中 特别 要 注意 的 是 RNase 的 抑 


(一 ) 核糖 核酸 酶 的 抑制 ”此 种 酶 广泛 存 于 棚 积 中 ， Te 


. Bh SSA PUPS OT RR CE RNase) 除 ， 
。 一 般 是 先 使 蛋白 质变 性 ,然后 分 离 、 除 去 ， 为 了 除去 得 更 彻底 ， 
sul Oia 就 有 各 式 各 样 的 补充 。 例 如 加 人 虽 士 便 可 得 ， 
到 更 好 的 效果 。 最 近 Kickhifen 及 Birger) 的 研究 认为 酚 不 
能 取消 RNase 的 活性 ,他 们 从 酚 层 中 把 RNase 提取 出 来 ,其 活性 
仍 和 天 然 RNase 相同 。 了 uppert 及 Pelmont!*"] 对 RNA 降 fe 
(i SAS BS Ly Ht TE te iE BT ES RE RNase 的 活性 ， 而 只 
是 在 低 深 度 时 (例如 10-: 微克 RNase/ 毫 克 RNA) 能 饮 部 分 地 可 ， 
逆 地 抑制 它 , 当 RNase 的 浓度 相当 大 时 ,就 是 在 酚 蚀 和 的 溶液 中 ，， 
也 还 能 继续 分 解 RNA 。 在 酚 法 制备 的 RNA 中 ,根据 超速 离心 分 ， 
析 的 估计 金 含有 相当 于 10 ”微克 RNase/ 毫 到 RNA, Ry AS 
土 才能 去 除 , 皂 土 的 加 入 在 Fraenkel—Conrat!**] 及 BellettL 等 ， 
的 试验 中 均 得 到 比较 好 的 效果 。Boedtkerc*2] 等 最 近 报 告 了 用 聚 ， 
fifi Z. EHR (polyvinyl sulfate) 抑制 RNase 在 研究 RNA 57H ~ 
Fi ht Fe A LI AB, Sela 1 提出 了 以 酷 氨 酸 - 谷 氮 
酸 共 聚 体 〈tyrosine-glutamic acid copolymer 简称 T-G) 抑制 


pias Say 


Nase, Littauer 及 Sela 等 cs 更 以 T-G, 鱼 十 及 聚 矿 酸 乙烯 本 
polyvinyl sulfonate) 等 ,对 RNase 的 抑制 效果 用 超速 离心 分 析 ， 
作 了 比较， 让 明 上 述 三 种 物质 ,对 RNase 4947 BEE I fil BOR, 
Roth'** 及 Shortmancte :5 近 几 年 一 直 研 究 粗 积 中 天 然 存在 
fy RNase 抑制 剂 也 得 到 一 些 辐 果 。 这 都 意味 着 在 RNA 提取 方 
i 利用 更 好 的 RNase 抑制 剂 有 着 更 好 的 前 景 。 ae 

(=) 应 避 如 的 化 学 因素 “强烈 的 酸 和 碱 的 作用 能 使 RNA 
we. 因此 ,目前 所 有 提取 方法 差不多 都 采用 较 温 和 的 pH, DUBE 
锡 不 必要 的 降解 
”此 外 甲醛 能 使 碱 基 的 一 NH, 基 团 变 为 一 N 一 OH, (Schiff 基 ) 
而 钝 化 ， 亚 确 酸 能 使 RNA fy R-NH,—»>R—OH+N,7+H,0 
改变 ,因此 失 活 , 溴 化物 (CHs)*80, 也 能 使 RNA 钝 化 , KIO, 在 
弱酸 中 也 能 使 RNA 钝 化 ， 郑 胺 在 中 性 pH 能 使 RNA 迅速 印 
化 。 这 些 因素 在 Sehusterrte2] 的 女 章 中 均 有 志 详 和 的 叙述 可 供 
参考 。 此 外 Laskov'") 等 认为 在 提取 过 程 中 使 用 2- 甲 氧 基 乙 本 
去 多 酷 也 会 引起 RNA 降解 。 

(=) 应 避 台 的 物理 因素 ao}, Xe FOOLER RUDE 
等 均 能 引起 RNA 变性 失 活 , 在 Schuster") 的 文章 中 也 有 很 好 
的 引述 。 

一 般 哉 验 室 除 热 的 影响 容易 磁 到 外 ,其 他 因素 是 不 易 磁 到 的 。 


四 、 提 高 权 糖 杷 酸 制 剂 纯度 的 方法 


在 制备 RNA 过 程 中 怎样 除去 摊 杂 物 而 双 保 持 不 使 RNA 的 
活性 去 失 是 一 个 声 重 要 的 问题 。 摊 杂 物 中 最 常见 的 有 蛋白 质 及 其 
衍生 物 、DNA (在 组 菌 及 动 植物 组 答 中 常见 ,在 RNA 型 病毒 则 
未 发 现 有 此 类 返 杂 )、 多 酷 类 以 及 微量 金属 元 素 ， 此 等 物质 的 返 杂 
很 难 彻 底 去 除 ,一 般 制 剂 多 少 有 微量 的 摊 杂 。 兹 分 述 如 下 : 

(—) SARA fee Gierer 和 Sechrammrc4s] 用 
酚 法 得 到 的 TMV-RNA 制剂 ， 以 Sakaguchi 反应 测定 3 毫克 
RNA 中 的 蛋白 质 含 量 低 于 2 和 9 ， 用 双 短 逐 法 测定 13 毫克 RNA 
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ig a) 8 avery a AN pt bie i 
Dray NRO apa Oa: AE EC BO Ra 
bah ay 

ig 


中 的 蛋白 质 含量 则 为 <0.4%， 以 16 毫克 RNA AVIRA 
透析 再 进行 酸 水 解 ， 先 测定 氨基 酸 含量 再 计算 蛋 自 质量 则 iF 


0.25%. 


Fraenkel-Conrat 等 Cae] 以 去 污 剂 法 制备 的 TMV-RN A iy | 


”表示 蛋白 质 含量 的 上 限 为 0.525。 


这 两 个 最 早报 告 RNA 有 感染 性 的 实验 室 的 RNA 制剂 区 不 是 


HERE CR A BAL, ii A RNA 的 感染 性 POG 
0.17% 左右 ,因此 就 引起 了 多 方面 的 责难 和 反对 ， 认为 此 种 感 桨 可 
以 解释 为 残余 的 病毒 颗粒 夹杂 在 RNA 制剂 中 的 烙 果 ， 不 能 解释 
为 RNA 感染 性 .为 此 入 引起 了 很 大 的 皇 论 ? 者 进行 了 许多 新 的 试 “ 
Eg, Gierer'**] 在 1961 FF) Eel [as A Uy DEE os PFE dS 
出 重 日 质 的 返 杂 ，, 不 能 秽 作 RNA 感染 性 的 来 源 。 Bezesepcxunt®? 
售 列 举 过 过 去 便 被 引述 或 是 特别 发 计 专 为 证 明 这 一 点 的 主要 武 
i. Bix thie Baie: 


1, Fraenkel-Conrat!*) Pt A RM BRS 
种 不 同 来 源 的 病毒 RNA 作成 六 种 不 同 的 蛋白 -RNA 44, 结果 
有 五 种 粗 合 在 士 耳 其 烟 上 有 呈 病 毒 活性 ， 而 所 得 病 考 的 特征 只 4 和 | 
RNA 来 源 的 病毒 相似 ， 和 和 蛋白 来 源 的 病毒 却 无 关系 ， 这 表示 病毒 “ 


的 活性 ,由 RNA 决定 而 不 是 由 蛋白 部 分 所 决定 。 


2. Schramm 等 597， 981 及 Franklin 等 ] 便 制 出 除 无 核酸 外 


GTM 颗粒 相似 的 病毒 蛋白 外 壳 ， 这 种 类 似 病 毒 的 蛋 SEH 
无 活性 ， 但 Fraenkel—Conrat!**} Lippincott!**] 加 大 TMV- 
RNA 后 则 有 活性 ， 若 加 入 人 工 合成 的 多 聚 TRAY BR (Poly U) 或 
酵母 RNA fu Fea"), 这 也 谣 明 感染 人 性 TMV-RNA 在 TMV 
中 的 作用 。 


蛋白 部 分 ， 使 之 破坏 ， 车 果 井 不 影响 活性 ， 而 照射 RNA 部 分 使 
RNA 断 链 ， 则 病毒 失去 活性 。 能 使 TMV Sibi XE, 
能 使 TMY-RNA 印 化 的 剂量 相同 ， 由 此 可 见 TMV 的 活性 决定 
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3. Lauffer Se(80, 81] 及 Ginosa Af: [55] 用 X 线 照射 病毒 的 ， 


“es RNA 部 分 ,而 不 是 蛋白 部 分 。 
4, Lauffer 及 Cartwright 30% 17> 81] 研究 用 甲 Re i tt 病 

毒 的 动力 学 ， 证 明 病毒 钝 化 曲线 与 甲酸 蛋 自 质 反 应 曲线 无 关 ; 而 当 
证 醛 和 核酸 的 氨基 作用 时 ， 则 产生 俩 化 作用 ， 而 且 只 4 要 有 一 个 核 
埋 酸 的 氨基 被 甲醛 作用 ， 就 能 够 引起 钝 化 作用 。 Gierer *) 等 及 
Schuster °°) 研究 HNO, 对 RNA 的 作用 ， 也 得 到 类 似 的 结 
果 。 这 都 可 以 说 明 病毒 的 感染 性 在 核酸 上 而 不 在 蛋白 质 上 。 
Be. >-By Bairden = 71, Schuster], Takahas’hi S177] 及 
Spirin °°) 465 AH Se SE HE TMV-RNA 的 制 
剂 ,都 没有 发 现 有 TMY 颗粒 ， 但 将 稀释 到 同样 活性 水 平 的 了 MY 
或 甚至 比 RNA 感染 性 还 低 10 倍 的 TMV PERERA, BUT 
清楚 地 见 到 TMV 显 粒 。 
| e/a, Gierer{** 4%; 50, 52] 等 ,Cheo 42°72) 0 等 599] 以 超 
速 离心 分 析 诈 明 180S 的 TMV 有 感染 性 ,20 8 的 TMV-RNA 
有 感染 性 ;在 RNA 制剂 中 只 有 20 8 部 分 有 感染 人性， 其 他 分 子 量 
较 大 (蛋白质 部 分 ) 或 较 少 (小 分 子 RNA) 的 组 分 , 均 无 感染 性 。 
1. 差不多 每 一 篇 感染 性 RNA 的 报告 ， 都 作出 了 RNase 能 
逊 速 取消 RNA 的 活性 ,而 不 能 取消 病毒 活性 的 试验 。 
0 8. Gierer 4°71, Schuster 46°], Bairden 等 7] Fraen- 
kel-Conrat 等 Ce] 均 报 告 过 抗 TMV 血清 能 迅速 将 TMV Stitt, 
但 对 TMV-RNA 则 无 作用 ,也 证 明 RNA 制剂 的 活性 是 在 RNA 
本 身 , 而 不 是 在 蛋白 质 上 。 

9. Gierer 等 1]，Fraenkel-Conrat 等 [5] 及 Spirin 等 所 19] 
均 报 告 过 感染 性 RNA 溶液 会 逐渐 失去 感染 性 ， 而 TMV 溶液 相 
对 地 稳定 得 多 。 这 也 说 明 两 者 是 不 一 样 的 。 

10. 上 raenkel-Conratcz]，Schrammr]，Siegel 及 Ginosa 
5007] 分别 报告 了 在 感染 过 程 中 , RNA 引起 的 感染 ， 其 潜伏 期 
eG im TMV 引起 的 感染 , 则 潜伏 期 较 长 , 说明 完整 的 病毒 是 粒 
和 TMV-RNA 有 不 同 的 感染 过 程 。 

11. Colter [2 °°) 等 报告 感染 性 RNA 能 被 1M NaCl 沉淀 
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出 来 ,而 TMV 则 用 1 M NaCl 沉淀 不 出 感染 性 部 分 。 
12. Holland 等 cs，s4 发 现 小 儿 麻 痹 病毒 、 柯 萨 吉 8 (Coxe 
sackie) A-9 病毒 . 柯 萨 奇 B-1 病毒 .OHO-8 病 毒 等 对 从 猪 、 殉 4 
何 兰 猪 , 小 刀 、 地 鼠 ,、 小 鸡 等 分 出 来 的 秋 胞 ， 卉 无 感染 力 , 但 从 上 说 
病毒 分 离 出 来 的 RNA 却 对 这 些 秋 胞 有 感染 力 。 

13. Schuster 及 8Schrammriool 等 Fraenkel-Conrat5s7] 所 | 
重用 酚 法 反复 提取 ,除去 蛋白 ,使 TIMVY-RNA 制剂 只 包括 有 很 少 
量 的 两 三 种 氨基 酸 , 而 且 TMV ape eins se ae HA 
酸 、 精 氨 酸 、 苯 两 顷 酸 等 重要 氨基 酸 都 没有 在 RNA 制剂 中 发 现 ， 
与 稀释 到 具有 同 人 TMV 溶液 对 比 则 后 者 有 18~19 
PE TE, 

以 上 种 种 ， ee RNA 制剂 的 感染 性 存在 于 是 
RNA 本 身 而 不 是 由 于 可 能 残留 的 蛋白 质 引 起 的 ,尽管 如 此 ,但 仍 ， 
有 人 怀疑 RNA 的 作用 。1959 年 Knight'’*) 用 S®* 标记 的 工 MV 
Aas ALA RNA 制剂 中 含有 0.292 8， ZA TMV 的 蛋 自 部 分 来 
的 ,因此 认为 不 能 免除 蛋白 质 的 作用 。 

1961 年 fraenkel-Conrat5 3 在 以 酚 法 提取 TMV-RNA xi | 
程 中 , 加 入 皂 士 吸附 蛋白 质 和 抑制 RNase, gee RNA 制剂 中 ， 
8 的 含量 降低 到 相当 于 0.02925 TMV 蛋白 质 的 水 平 。 而 且 这 一 
含量 非常 低 的 8“， 不 能 再 用 乙醇 沉淀 ，NaCl 沉淀 等 方法 处 理 使 

减低 ， 若 加 入 蛋白 部 分 重组 TMV 时 , 则 8 "几乎 全 部 被 什 换 。 
这 一 点 8$ AE DALEK RNA HAMA, MRA 
HEAR, Bebe RNA, RRP 10 倍 左右 ， 
#44 [el ak TMV fy 20% ee HE, OP BA 4 eA ed FE 
RNA fy TMV WIZ MEE. Jom aity 0.02% S* AA 
We» 7 BG EE _E RE RE, Ai paren 的 试验 。 

Gierer55 全 总括 地 引 壕 蛋白 质 的 摊 杂 不 能 作为 RNA 感染 
性 的 来 源 ,分离 出 来 的 RNA， 当 其 蛋白 质 返 杂 量 低 于 每 个 RNA 
分 子 本 有 一 个 蛋白 质 亚 单位 的 数值 时 ,其 感染 性 霸 不 降低 ,而 且 抗 
病毒 蛋 自 的 抗 血 清 , 不 能 以 任何 方式 使 纯化 了 的 RNA 发 生 印 化， 
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ERT RNA AAs HTL BA. 

PES BH Re LE EE Kp HE 
Jc EA BLAS, 还 有 用 乙醇 及 工 M NaCl 反复 沉淀 ， 也 能 帮助 
清除 蛋白 质 及 多 酷 类 返 杂 物 。 

”关于 蛋白 质 返 杂 量 的 检查 方法 ， 最 常用 而 习 较 方便 的 样品 用 
最 少 的 有 微量 双 稿 蛛 法 ce]、 酚 鼓 剂 法 号 ] 等 。 特 别 是 酚 试剂 法 的 应 
针 国 更 广 ,一 般 适 用 于 测定 0.5 铬 以 下 的 蛋白 质 撑 杂 , 样品 用 量 也 在 ， a 
LA, ROE MOON MR, Ramachandran 

Fraenkel-Oonrat'™"! @7j$ ascii, BAMBI ES 
| 多 ,但 仍 存在 着 以 下 缺点 : 

1, RNA 的 粗 成 成 分 能 引起 相当 于 0.095 狗 蛋白 质 的 内 源 彰 
名 反应 c93, 这 个 数值 有 时 甚至 高 到 0.43. 700°, 
{ 2. 酚 法 提取 时 残留 的 酚 也 起 颜色 反应 。 
3. 其 他 带 酚 基 的 物质 包括 含有 酚 基 的 氨基 酸 在 内 均 能 引起 
颜色 反应 。 
me id: AREA MR CAAT 要 用 相同 的 蛋白 质 作 标 
准 [s5]。 

Heit B iS JEW) Blazsek 和 Bukaresti $i OF Ae 法 测 
一 SH 基 , 可 测 得 800 y RNA 中 0.3% 的 蛋 和 白质 含 量 ,用 微量 管 
时 ， 甚 至 可 测 出 40 7 RNA 中 的 0.3 筷 的 蛋白 含量 。 这 也 是 新 提 ， 
出 为 测定 RNA 蛋白 摊 杂 量 的 方法 之 一 。 

目前 , 除 特 别 专 为 除去 蛋白 的 试验 外 ,一 般 感染 性 RNA 制剂 

中 ,蛋白 质 挨 杂 量 多 在 0.59 左 右 或 更 少 , A AE REA PEE 

示 的 ， 由 于 双 缩 腺 法 灵敏 度 较 低 ， 千 分 之 几 的 返 杂 量 可 能 显 不 出 

JE, HF OLA PER RK AB TL IE AE | 

(=) Hite eM Roy MRP HE We RNA 时 多 酯 

ZFENIBAAS., PREM HE, SABER JA OL fR 24 wk 48 

PETIA, DURA BETC AE, (ARB FE TAH AO RTE Se, 

VFEADRBINE, Kirby?) gp 4g 42 yj FY IE BaP de BH TC 

随后 Laskov579 却 认为 此 种 试剂 能 使 RNA 降解 。 糖 元 返 杂 量 , 一 
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胞 核 的 动物 硼 钠 和 焉 菌 等 对 象 中 才 有 这 个 问题 。 在 利用 动物 硼 篇 


的 Mg & Oa (每 克 RNA 4% 300~2000 微克 左右 )， 他 如 Sr, 


般 少 于 百 分 之 几 ,用 1M NaCl 沉淀 的 RNA 制剂 可 减少 到 少 可 
125 的 程度 。 由 于 还 未 发 现 多 糖 类 对 感染 性 有 无 影响 ， 所 以 在 感染 
性 RNA 的 报告 中 ， 还 未 有 很 多 作者 报告 过 多 酶 摊 杂 量 ， 只 在 
s-RNA 的 报告 中 才 有 较 多 的 注意 。 测 定 糖 元 摊 杂 量 的 方法 一 般 
RAMOS RNA 水 解 井 透 析 后 再 测定 葡萄 糖 的 含量 。 

DNA 的 返 杂 ,在 RNA 型 病毒 中 ， 目 前 还 不 存在 ， 只 在 带 克 


提取 RNA 时 ,去 DNA 的 方法 ,一 般 和 采用 上 先 去 狂 胞 核 的 办 法 ， 以 
每 分 钟 3000 转 离 心 将 核 除去 后 再 行 提取 。 此 外 Georgiev 5 等 
在 酚 法 中 利用 pH 来 控制 ,使 DNP 留 在 酚 和 水 中 间 层 中 不 放出 
DNA。 这 样 处 理 得 到 的 RNA,， 没 有 发 现 有 DNA 返 杂 。Erank- 
lin'*°] 等 则 用 pH 5 的 酚 液 使 DNP HIF, X Laskov 未 沟 特 殊 
处 理 的 酚 法 DNA 返 杂 量 也 少 于 0.195579]。 ae 

DNA 摊 杂 的 测定 , BU RR I AAP A Sg 
限制 须 用 较 多 的 样品 ， 想 用 少量 的 RNA 样品 测定 0. 1% DLA 
DNA 摊 杂 就 比较 困难 了 。 

其 他 多 种 微量 金属 离子 存在 于 RNA 制剂 中 ， 目 前 还 无 完全 
清除 的 方法 ,也 还 不 能 确定 他 们 是 否 参 与 RNA yee, Wacker 
和 Vallee“ 5-47 7 SARI RNA 样品 , 一 般 均 含有 较 大 量 


Se Se ee 


Ba, Al,Cr,Mn,Fe,Ni,Zn 等 均 有 存在 。 这 些 金 属 离子 大 部 分 可 
用 EDTA SR AAR, 

(=) LRRABRMDAE | 

1. BH 透析 一 般 能 把 低 分 子 物 除 去 ， 但 是 对 活性 的 RNA 
eR MN FEASEA Gis Ss | MER AAG, Moller 及 Boedtker!**) — 
报告 TMV-RNA Xf 0.001 M EDTA xf 0.01 M Tris @ apy, — 
pH 7.5,3E0f 3 一 4 日 也 不 降低 RNA 的 8$ow 值 ,大 肠 杆 菌 RNA 在 - 
pH7 透析 后 , 却 产 生 降 解 ，8$sow 降低 ,此 种 降解 在 0.01 M Mg 
的 存在 下 可 以 防止 。 

Cheng? 424 \ ERAN 318 的 RNA, 在 透析 时 发 生 


— 
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解 , 208 的 RNA 则 不 降解。 
， 位 乎 对 不 同 对 象 ,其 透析 结果 不 一 定 相 同 。1962 年 Boedtker 


Hi 0.01 M Tris 稳 冲 液 等 几 种 条 件 下 进行 透析 , 引起 降解 。 但 加 
K 聚 硫酸 乙烯 酯 抑制 RNase 后 , 虽 延 长 透析 到 一 星期 之 久 , 也 没 
发生 降解 现象 。 因 此 将 透析 过 程 中 引起 的 降解 解释 为 样品 中 杂 
Ai RNase 的 缘故 , 与 前 述 RNase 不 完全 为 酚 抑 制 的 ， 不 易 完全 ， 
除去 的 试验 结合 起 来 看 , Boedtker 等 的 见解 ,似乎 是 比较 可 信和 的。 
«od, 竺 层 析 法 ”近年 许多 作者 报告 利用 柱 层 析 的 方法 可 将 
RNA 纯化 ,还 可 将 RNA 的 各 种 钥 分 分 离 , 但 烙 果 往往 不 能 竹 一 ， 
特别 是 对 高 分 子 RNA 的 保持 不 降解 , 常 有 相反 的 意见 。 例 如 二 
OLY Moller 及 Boedtker [89] #2 4 & TMV-RNA 36 过 Na- 
“Amberlite 1 R-120 阳离子 交换 柱 除去 二 价 金 属 离子 后 其 Bao 
无 变化 ， 大 肠 杆 菌 RNA 则 对 pH 5.2 的 交换 柱 不 发 生 降解 ， 对 
HLT 的 交换 桂 , 则 产生 不 可 逆 的 降解 。Oox S69 报告 含有 17 8 
Je 28S HHL 4H RNA, xt Amberite IR-120 nk IRC-2 的 
阳离子 交换 柱 后 , 17S 钥 分 由 25H BY 50%. 这 也 
表示 有 部 分 降解 的 产生 。 
(2) Goldthwait % Kerr" *] 43 4 RNA #& pt Ecteola 交换 
桂 时 由于 吸附 作用 引起 RNA 的 降解 。DEAE gi He seek ah 8] ie 
降解 。 
(3) Burness 及 Vizosoc5 用 脑 心肌 炎 病 毒 RNA 制剂 ,通过 
GBM, MIR RNA 在 过 柱 后 得 两 个 峰 ， 和 超速 离心 图 计 
上 的 两 个 峰 相 当 。 以 之 再 作 超速 离心 ， 其 8 值 并 不 降低 。 作 生物 ， 
TAA, UMAR. KHOR OT RNA 对 磷 
酸 人 钙 柱 是 很 稳定 的 。 过 柱 后 ,可 将 不 同 的 RNA 粗 分 分 离开 来 ,这 
是 很 难得 的 优点 。 
Brown 等 [41 SIE di ERR 口蹄疫 病毒 的 感染 
性 RNA 获得 成 功 ， 不 过 Bernadi 及 Timasheff sIFR 4e T 49 
反 的 车 果 。 他 们 用 超速 离心 分 析 诈 明 轰 过 磷酸 钙 柱 的 艾 氏 腹水 瘤 
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2 报告 TMV-RNA KATE We ML RNA, fe pH7.6 


a 
染 的 组 胞 的 RNA, 45% 8S, 16S 及 23 8 三 种 硼 分 , BEAR Hz, 4 
双 是 均一 。 且 能 将 病毒 的 RNA Fife RNA 分 开 ， DAF 和 


MMi oF RNA 产生 rar “Asie 427] De 
脑 心肌 类 .病毒 RNA 重复 Burness 及 Vizoso fy KE, 过 柱 后 
RNA 的 活性 部 分 消失 ,初步 试验 储 酸 辐 柱 不 能 将 返 杂 shes RNA i 
剂 中 的 多 糖分 离 。 

(4) Mandell 及 Hershey *?]445 JA ieee 清 蛋 an 
吸附 在 Celite 上 作成 柱子 , 可 在 室温 中 将 不 同 的 DNA 分 子 及 各 | 
RNA 糊 分 分 开 , 而 且 可 把 混杂 的 蛋 据 质 也 除去 。 Philipson*?) Fi] 
用 这 个 方法 将 388 的 DNA, 168 % 25~298 fy RNA 分 离开 
Cocitors5 等 则 报告 得 不 到 这 样 的 辣 果 。Kubinski，Koch 及 
Dreesr7s7el 等 则 认为 Cocito 的 灶 果 可 能 与 实验 条 件 不 同 有 关系 。 
他 们 A 己 用 这 种 柱子 ,在 35°C 进行 柱 层 离 ， ABI SLIME SSE 


RNA 在 大 分 子 RNA HRTEM se RNA 则 在 最 后 洗 出 ， 而 ， | 


| 病毒 RNA 的 活性 井 没有 因 沟 过 柱 层 离 而 有 所 损失 。 


最 近 Kubinski 及 Koehrrrl 又 报告 了 甲 基 酷 化 牛 血 清 蛋 自 
杜 虽 然 能 对 感染 隆 RNA 及 23S RNA 保持 稳定 ， 合 对 于 介 乎 ， 
23 8 与 感染 性 RNA 之 间 洗 出 的 ， 相 当 于 27 8 左右 的 RNA 粗 ， 
分 (可 能 是 相当 于 m-RNA 的 部 分 ) , 却 不 能 保持 稳定 。 总 之 目前 ， 
倚 未 能 找 出 二 种 十 分 满意 的 办 法 ， 使 RNA 的 分 离 提纯 达到 完善 ， 
的 境地 ,但 是 各 式 各 样 的 方法 也 越 来 越 多 , 越 来 越 好 。;* 这 方面 的 前 ， 
境 是 乐观 的 。 | q 
五 、 具 有 生物 活性 的 高 分 子 楼 糖 | 
核酸 的 某 些 理化 性 质 E 
由 于 感染 性 RNA (RAB SIE MU RNA 完全 分 开 , 而 ， 

且 是 所 能 得 到 的 感染 性 RNA 的 量 非常 微 少 ,不 足以 进行 分 析 ;所 


以 关于 感染 性 RNA 的 理化 性 质 的 数据 很 难 取得 ,目前 所 有 的 多 年， 
是 来 自 TMV-RNA 或 其 他 植物 病毒 的 RNA 制剂 的 理化 性 质 。 


一 了 4 一 


oa ABES, BRAS EN RNA BREWED 


| (一 ) 分 子 大 小 ”根据 超速 离心 、 粘 度 、 光 散射 等 数据 计算 的 
HR, 一 般 认 为 具有 活性 的 RNA 大 分 子 的 分 子 量 ， 是 在 2x108 
大 右 ,任何 的 断裂 或 分 子 量 的 降低 均 使 这 些 RNA 失去 活性 。， 

r DL TMV-RNA 为 例 , 它 是 一 个 含有 6600 XH RNA 
FARES, fe 2x 10* 左右 。 在 这 条 多 核 音 酸 链 上 只 要 产生 一 
不 断裂 ， 就 招 至 整个 分 子 的 失 活 。 只 有 完整 的 RNA 分 子 才 有 活 
人 [595。 一 些 动物 病毒 的 RNA 其 分 子 量 也 认为 是 相当 于 200 


将 病 毒 等 的 RNA， 其 分 子 量 锡 在 1.5 ~2.0x10s 左右 。 Wee- 
ker C324] 计算 出 东方 马 脑 类 病毒 的 RNA 分 子 量 狗 为 2 x 10°, 
Strohmaier 及 Mussgay'**17) 用 密度 梯度 法 ， 测 出 口 足 疫 病毒 
RNA 的 分 子 量 锡 在 3.1x10s* 左右 。 

(=) MTA BE TMV-RNA 的 水 相 提 取 液 在 超速 部 
心 图 谐 上 是 单 分 散 相 (monodisperse) (参阅 图 1，Chengct) 或 
近似 单 分 散 相 的 (Cheo 42°71 及 Giever555 ,参阅 图 2)。 动 物 病毒 


的 RNA,， 用 杂 有 宿主 秀 胞 RNA 的 样品 进行 分 析 时 ， 凡 沟 过 


1M NaOl 处 理 的 RNA,， 其 超速 离心 图 讲 均 呈 两 个 峰 (参天 图 
354), S 值 较 大 、 移 动 较 快 的 一 个 峰 , 其 分 子 量 在 2 x 10° 左右 ;8 
值 雯 小 、 移 动 较 慢 的 一 个 峰 , 其 分 子 量 在 6x 10° 左右 。 有 活性 的 


RNA 似乎 只 随 着 分 子 量 在 2 x 10s 左右 的 一 个 峰 移 动 , TEA 


基 在 6x 10° 左右 的 一 个 峰 无 关 525]。 
Oheor2 在 25"0 研 究 TMV-RNA 的 不 稳定 性 时 ,表明 了 NA 
起 始 在 超速 离心 图 谐 上 是 近似 单 分 数 相 的 蔚 8 的 1 个 峰 ， 随 着 


TMY-RNA 活性 的 逐渐 消失 ，RNA 产生 了 降解 ,超速 离心 图 畜 


迅速 变 为 一 系列 分 子 较 小 的 峰 ， TEPER » WRK ILS 的 峰 的 面 
AA RITE |, 
{HGavrilova, L. P. 及 Spirin, A. 8S.c42] 研究 在 37*C 保 温 
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图 2 


图 1 IMV-RNA 的 超速 离心 图 ”'。 图 中 有 “x ”号 处 是 玻 
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* 


: 

| tas : ee 

, PAS 从 Semliki 森林 脑 炎 病毒 感染 的 小 鼠 脑 分 离 出 来 ， 
RNA 1M NaCl 处 理 的 高 聚 部 分 的 超速 离心 图 5 


4 ， 从 艾 氏 腹水 冶 和 胞 分 敲 出 来 的 径 1 M NaCL 沉 洽 后 
号 4 cf . 的 RNA 的 超速 离心 图 5251 
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nsp/C(cm?/g) 


60 
图 5 wie: HOA bey 
PRO, anes 1 为 新 鲜 
制备 的 感染 性 RNAS Hee 
2,3, 4 为 在 室温 保温 后 活 
性 逐渐 消失 的 RNA; 曲线 5 
AEB ESRI 
RNA。 图 中 表示 出 RNA 活 
性 最 高 时 ， 粘 庆 热 效应 最 
高 , 随 着 活性 减退 , 粘度 热 
效应 世相 应 降低 ,到 完 至 没 
有 活性 时 则 根本 没有 粘度 

的 变化 。 


解 ,故而 未 能 产生 粘度 热效应 。 

上 述 大 分 子 RNA 的 几 个 物理 化 学 性 质 的 变化 明显 地 是 和 
RNA FHA IE RAK, WRB RNA 的 活性 是 和 被 它 ， 
的 车 构 所 决定 的 。 因 此 在 研究 RNA 的 活性 的 同时 ? 研究 其 物理 ， 


化 学 性 质 是 很 必要 的 。 


六 .、 极 糖 核酸 的 生物 活性 的 检 完 

及 存在 的 问题 
(—) 何谓 生物 活性 ”所 计 “ 生 物 活 性 ”一 词 还 没有 人 明确 地 
一 般 以 下 烈 方 法 之 一 种 或 多 种 来 表现 。 是 
1. 生物 体 接种 “将 动物 病毒 或 肿瘤 的 RNA 接种 到 适宜 的 是 
动物 体内 ,或 将 植物 病毒 RNA 接种 到 适宜 的 植物 体 中 ,如 能 引起 是 


规定 它 的 定义 或 标准 。 
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外 光 吸 收 没有 变化 ,粘度 没 有 逐步 下 降 


解 或 降解 发 生 。 因 此 认为 失去 活性 的 大 


失 活 的 TMV-RNA Bt, Meal ER 


沉降 常数 也 没有 降低 ， 从 而 得 出 这 样 上 
Ria: 在 TMV-RNA 感染 性 的 自然 
失 过 程 中 ，RNA ASFA RIOR 
FEET DUR HH ASABE, ARTY ABA ZR 


因 ， 可 能 是 由 于 某 些 氧化 的 变化 引起 的 时 

(三 ) 粘度 Spirin acess 
报告 高 聚 的 有 活性 的 RNA 在 20>50"0 
时 其 粘度 无 显著 变化 ,但 在 50~70*C F 
则 有 显著 升 高 ， 这 种 变化 被 称 为 粘度 的 
REBUM TG HEY RNA 则 无 显著 变化 调 
所 以 认为 粘度 的 热效应 可 以 作为 未 降解 
的 有 活性 的 RNA 的 一 种 指标 (图 5)。 

Doty 等 在 粘度 二 的 研究 未 能 得 到 | 
相似 的 糙 果 ，Spirinc 5 认为 可 能 是 在 
他 们 的 制备 过 程 中 ,RNA 已 先 产 生 了 降 ， 


1* +n Rey Ie het Sob ee Re ee ee ANG ’ 
ui ih he ' oh PASS et yer er eee 
afd 了 


了 则 这 些 RNA 都 被 称 为 具有 生物 活性 ,如 Gie- 
re 将 TMV-RNA 涂 在 烟草 时 面 上 与 TMV 所 引起 的 病变 相 
a], Rushizky 及 Knight °°") 38 th Meigs RNA 接种 到 烟 
证 上 也 产生 了 病变 。Lacour59 等 将 人 的 淋巴 肉瘤 的 RNA EEA 
小 鼠 腹 腑 引起 了 同型 的 瘤 。 

上 2. AEA SERRA RNA 接种 到 鸡 且 中 ,如 有 活性 划 
攻 引 起 预期 的 病变 或 死亡 ,如 Wecker 等 ?1 将 东方 马 脑 类 病毒 
RN A Pepe +, Ada 及 Anderson"! 4% Murray . 
‘Valley ii RHE RNA PEA A GMME MP, 与 Tufanovctao] 将 鸡 
Rous 肉瘤 RNA PEAT IIR REY HI AICP. 
3. ARES BERRY RNA 接种 到 HeLa MMi, AEH 
iG, LA A RO REFER P(e ALY 
75 FED AZO B A , 作 威 染 性 的 定量 指标 ; 如 Alexander'*? 
SR RAI RNA 接种 到 HeLa si MBs Brown 
09) Ke 0 a Be aE RNA PEMD MUSES Ps Sprunt 
81 ie TAPIA RNA HEAP] HeLa AM KASEI A 
MUPIEIEIE 5 Colter 等 9 将 Mengo 脑 类 病 毒 RNA 接种 到 
EL- 邦 胞 棚 帮 培 养 基 中 , 均 得 到 良好 的 烙 果 。 

4. 其 他 方法 ”也 有 人 企图 在 蛋 自 质 生物 合成 的 无 稻 胞 系 葬 
中 加 大 RN 六 观察 有 无 刺激 蛋白 质 生 物 合 成 的 作用 。 如 Kerr 
等 co 以 脑 心 册 类 病 毒 RNA 加 入 相应 的 蛋白 质 生物 合成 的 无 笨 
ART, KOLA MAI T 100 纺 ,在 最 适宜 的 条 件 下 ， 甚至 可 
以 增加 到 300%, BORN RNA MA I—K EP, 则 无 
HRB EH, K—-AW HE NEA RO, AMT SIE, 
被 普 逼 应 用 。 

(=) 检验 核糖 核酸 活性 的 体外 系统 方法 举例 植物 病毒 
RNA 的 活性 检验 , 一 般 要 选用 适当 的 整体 植物 来 进行 。 动 物 病 
毒 的 RNA， 则 可 在 体内 或 体外 进行 。 体 外 系 竹 已 发 展 到 可 以 定 
量 的 地 步 , 对 于 感 当 机制, 最 适 条 件 等 的 比较 研究 ,有 很 大 方便 , 因 
此 采用 的 也 合 来 登 多 。 常 见 的 有 两 种 方法 。 一 种 是 将 RNA 溶液 
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细胞 上 盖 上 一 层 琼脂 , 几 天 后 以 活性 染料 染色 ， 再 计算 窑 斑 数 国 重 
， 第 二 种 方法 是 Oolterc?5 改 良 成 功 的 ， 他 将 已 知 数量 的 和 胞 (通常 四 
用 10* 或 2x 10° MUA 1 eH RNA Web, Hokie Pew 
: 保温 一 定 的 时 间 ， 然后 用 含有 Re 后 血清 的 2X Eagle 的 Fark 和 


Bf. 
Colter 的 第 二 种 方法 比 第 一 种 方法 好 的 地 方 ， LAMA 
“i RNA $efoh ACME, 散在 性 分 布 的 空 班 易于 计数 ， BE 
定量 试验 ,对 研究 RNA 与 番 胞 相互 作用 的 动力 学 ,及 最 适 条 昌 
ee 
(=) 关于 核糖 核酸 制剂 的 低 活性 的 一 些 推 相 文献 中 报告 ， 

的 RNA 活性 ,一 般 只 相当 于 等 量 RNA 在 原 求 病毒 中 未 分 离 时 
所 产生 的 活性 的 0.1~1% 2 WE RNA 只 有 这 委 低 的 活性 
WE? 这 是 大 家 所 关心 的 问题 ,可 能 和 几 个 方面 有 关 : q 
1. SrRBRY RNA 是 否 每 个 分 子 都 是 自然 状态 的 呢 ? 根据 | 


大量 超 速 离心 分 析 的 精 果 求 看 ,一 般 高 聚 的 RNA RBM, ， 


有 感染 性 的 部 分 是 随 着 沉降 较 快 〈 即 分 子 量 坊 大 的 ) 的 一 个 峰 走 
的 。 从 这 一 事实 求 看 ， 可 以 钊 断 RNA 制剂 中 有 相当 大 的 部 分 是 
没有 感染 性 的 。 从 TMV 及 其 RNA 的 结构 来 看 ,RNA fe TMV 
中 是 紧密 的 单 曙 旋 结构 ， 但 在 洲 液 中 则 依 温度 和 离子 强度 而 成 为 
松散 无 规 线 团 或 千张 的 链 ， 或 成 为 由 整齐 排列 的 螺旋 区 折叠 成 紧 
次 的 棒状 ， 或 成 为 具有 螺旋 的 紧 次 糙 团 ， 它 们 相互 之 间 可 以 互 变 
CSpirin ras)。 这 些 精 构 显然 和 原 求 的 精 构 有 所 不 同 ， 是 在 腹 蛋 
自 以 后 派生 的 车 构 (Spirin 2), 4k Gierer 认为 RNA 的 三 
括 结 构 与 活性 无 关 ， 但 是 这 些 三 航 烙 构 改变 的 试验 都 已 不 是 天 然 
病毒 中 RNA 的 原始 烙 构 开始 的 而 是 已 烃 改 变 的 结构 。 而 且 将 


p= 200 


RNA 人 

2, RNase nV FA HB: BS HE AM | TOE? 根据 Huppent 及 
: elmontrez 的 试验 ， 认为 一 般 酚 法 RNA 制剂 中 , 可 能 还 有 107 

微克 RNase/ 毫 升 RNA 残留 着 未 除去 。 宿 主 本 身 也 有 RNase 能 

EA, WEB RNA 制剂 能 提高 活性 ， 深 于 工 M NaCl 

‘(Alexander 等 5) 及 2M MgSO, 中 接种 的 RNA (Holland 

等 co WBA WIRE (RNase 在 高 盐 浓度 中 受到 抑制 )。 在 

提取 过 程 中 能 完全 抑制 了 RNA, 就 势必 能 获得 更 多 有 感染 人 性 的 

RNA 分 子 。 在 宿主 中 能 完全 抑制 RN ase 也 必 将 使 感染 成 功 的 

机 会 大 为 增加 。RNase 的 完全 抑制 与 否 , 恐怕 是 影响 RNA 活性 

的 最 重要 的 问题 。 

3. 此 外 还 有 宿主 对 RNA 的 敏感 性 问题 。 BARNA 的 宿 
主 范围 比 原 来 的 病毒 还 广 一 些 ， 但 也 并 非 任何 种 类 宿主 都 有 相等 
的 敏感 性 。TMV-RNA 接种 到 Panto 昔 豆 叶 上 ， 其 感染 性 就 比 
烟叶 大 很 多 ,因此 ,宿主 的 选择 合适 与 否 也 影响 RNA 活性 水 平 。 
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”第 八 讲 ” 烟 草花 叶 病 毒 核 酸 与 
蛋白 研究 的 进展 
李 a. ae 
-中国 科学 院 微生物 研究 所 

a4 引 <3 Met ss. . w 
最 近年 来 ,在 生物 学 各 学 科 的 飞速 进展 中 ,病毒 的 研究 占 着 很 
重要 的 地 位 。 我 们 知道 ,当前 生物 学 研究 的 主流 之 一 ,是 要 通过 化 
学 和 物理 的 方法 来 解决 具有 生物 活性 的 大 分 子 ( 如 蛋白 和 核酸 ) 的 
问题 ， 而 病毒 是 最 合适 的 研究 模型 之 一 。 因 为 病毒 可 秽 为 生物 的 


最 小 单位 , 它 主 要 是 由 核酸 和 蛋白 粗 成 , 却 具 有 生命 的 多 种 基本 性 | 
Wi. ‘ } 


Dll 


在 病毒 研究 中 ,烟草 花 叶 病毒 (简称 TMV) ARBRE 
1892 年 Iwanowsky. 发 现 烟草 花 叶 病 的 病原 物质 能 通过 素 烧 芭 
锅 5*1, 是 人 类 第 一 次 发 现 病毒 病 , 从 而 在 微生物 学 中 开辟 了 “病毒 
学 ”这 一 新 领域 。1935 年 Stanley 得 到 了 TMV 的 晶体 1, 这 工 
作 双 在 生物 学 观点 中 创造 了 新 的 境界 ， 因 为 他 让 明了 一 个 蛋白 分 
. 子 可 以 具有 只 有 整个 乡 胞 中 才 有 的 各 种 生物 特性 。 他 的 工作 对 于 
生长 繁殖 、 遗 传 、 免 疫 及 其 他 方面 的 研 完 都 有 深 歼 的 影响 。 举 一 
个 实例 来 说 ,小 儿 麻 瘙 症 病 毒 疫 苗 的 成 功 , 实 导 源 于 Stanley 的 关 ， 
FTMY 钝 化 问题 的 研究 。 二 十 一 年 以 后 , Gierer 和 Sechramamac2 
以 及 Fraenkel-Conrat 等 5 证 明了 TMV 的 核糖 核酸 CRNA) 
(而 不 是 蛋白 ) 才 是 病毒 活性 的 关键 物质 , 它 和 整体 病毒 一 样 能 感 
染 、 繁 殖 和 遗传 ;他 的 子 代 并 不是 单纯 的 RNA ， 而 是 和 母 代 一 样 
的 整体 病毒 。 这 工作 标志 着 生物 学 上 另 一 重大 的 进展 ， 肯 定 了 核 
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Re ask fe Ho AN HS HL ,说 明了 核酸 与 蛋白 的 关系 。 

在 另 一 方面 ， 用 病毒 作为 核酸 研究 的 材料 ， 有 特别 便利 的 地 
方 。 因 为 从 正常 的 条 胞 内 提取 的 核酸 或 核 蛋白 ， 往 往 是 功能 不 同 
的 许多 物质 的 混合 物 , 不 易 加 以 区 别 ; MEE GM eM 
记 的 生物 活性 也 易于 测定 。 从 TMV 核酸 和 结构 与 其 蛋白 合成 的 关 
和 系 来 研究 遗传 讯息 传递 碗 为 方便 ,因此 ,进行 TMV 研究 的 科学 家 
在 并 明 以 人 工 方法 改变 核酸 的 初级 车 构 而 产生 病毒 变种 ， 和 核酸 
精 构 与 蛋白 合成 的 关系 等 方面 ,最 近 又 作出 了 极 重要 的 页 献 。 


二 、 烟 章 花 叶 病 毒 的 辐 构 
(=) 病毒 分 子 的 结构 TMV 能 以 普通 的 硫酸 腔 沉 淀 法 提 
GEE, EPEC PAE LO, 分子量 39 x 10°), 
RNA 5.1%), HARDHE RR, WHEOF RAK, KO 
| 8000 A, Seam 150A RAMA HW 180 六 )。 分 子 中 间 
| RARE RNA 分 子 , 沿 着 RNA 螺旋 方面 四 周 ,排列 了 
上 狗 2130 个 蛋 自 质 分 子 小 单位 〈 我 们 称 这 种 分 子 小 单位 为 亚 基 ); 
和 螺旋 节 长 ( 沟 距 ) 23 A, 每 三 转 相 当 于 49 个 蛋白 分 子 c9。 用 入 
分 析 技 术 中 的 同 晶 型 填 换 法 ， 可 以 

算出 病毒 分 子 中 间 有 一 个 孔 窍 ， 直 
BH 35 一 40 AMC 1), LBA 
TARGA ONE 6, fee 
| FMEA Gk GR OR 
(6, 用 同 法 又 可 以 看 到 分 子 表面 | 
Ie 59, 甚至 每 一 个 蛋白 亚 
Oe eee Sa aol Ee 
EE, In ETM V 5-5 
| 重 构 的 不 含 核酸 的 病毒 蛋白 (AR 
和 白 ) 的 比较 研究 ,都 证 明 病 毒 分 子 中 
RNA 的 直径 是 80A ,这 表示 RNA 1 HURT ae RIA 
NPS EE PPL AY, 5 WE amen Om 


— 207 — 


: a ee n 
六 允 3 ts 名 
4 4 ‘ | 
ry ' J 
着 
' 7 i] 
二 请 . 
- 一 ~qenw wee - 


人 一 一 一 
‘ ' 
. 


. 


el Me lle 


FT re Pe I A ah MS Te I Pee NT 
> - d ats fot 4 ; % mn? 3 ee if ae 
- é * ‘7 


RN A 分 子 是 一 条 螺旋 形 的 单 链 , 每 一 转 包 含 50 个 核 碱 , 核 碱 的 为 
ey SPB IT, RNA 的 定 径 为 40A， 节 长 23A( 图 2)， 物 每 三 4 
PE AFR EW “i si 
PCH RNAS, sone —T MBER, PASSER 
木瓜 位 的 东西 ， 代 表 蛋 自分 子 ， 这 样 算 来 ，RNA 链 的 长 度 应 为 ， 
33,000 A。 这 一 点 已 由 Hart 的 电子 显 微 针 研究 证 明 raa : 
用 驻 线 唱 导 分 析 的 结果 ,也 可 用 其 他 方法 证 明 。 Schramm 4 
用 0.5 M pH 10 py memesnee thy Ab eE 2% Hy TMV aie, 使 蛋白 质 ， 
丛 病毒 分 子 逐 渐 腊 离 。 这 样 , 中 间 的 核酸 链 就 是 露出 来 ,在 电子 显 】 
微 钥 里 可 以 明白 看 到 Cee。 pa feebabgaters yacht 


tii ADEE » WAPATO, ZEAE PEE PIE 


下 ), 悉 和 维 状 物 质 从 病毒 分 子 两 端 伸 出 ,长 度 大 多 在 3000 A 无 右 ,如 
” 用 核糖 核酸 酶 (RNase) 处 理 ， PRES RARAASL, Ba HERE 
VB BE RNA, 
烟草 花 叶 病 毒 的 蛋白 和 核酸 ,可 以 用 有 机 深 剂 (如 酚 、 氧 仿 , 皮 ， 
醇 等 )、 2S Ct — SISA) Ea gee Ear 
开 ，, 而 仍 保持 核酸 分 子 的 完整 和 生物 活性 。 ft i 
(=) 核酸 的 结构 和 性 质 ， 


《 
‘| 


= Le BERBER a AR tie 
k-hig |—86A TMV-RNA (F349 2.116", 
mig | 758 SHI 33,000 A ,关于 分 子 量 的 间 


一 致 。 近 年 来 用 冷 酚 法 制备 核酸 简 
HAT, MCRAE PE pH 的 条 
OEE AE Re 2 A ee 
触 ， 可 使 许多 酶 (特别 是 RNase) as 
性 ， 这 样 就 较 能 保持 核酸 的 完整 和 
生物 活性 。 然 而 按 这 方法 制 成 的 核 “ 
图 2 烟 章 花 叶 病 毒 晤 六 糖 核酸 ， 仍 是 不 均一 的 ， 在 超速 离 
片段 千 构 剖面 图 5 必 分析 中 ,主要 可 分 为 两 部 分 ;第 一 
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题 , 过 去 分 歧 很 大 ,现在 也 没有 哆 至 


Da —_— = 


部 分 比较 均一 ;分子 量 在 一 7 «10° 左右 (校正 后 为 2.1x104)， A 
RRM RIE , 1 Gierer 谣 只 有 这 部 分 具有 生物 活性 Cs， 
第 三 部 分 是 不 均一 的 ,分 子 量 较 小 ,也 有 生物 活性 ,是否 降 解 产物 ， 

| AMEE. Hb Hopkins 和 Sinsheimer"*!, Ginoza 和 Nor- 
man‘, Loring, Fujimoto #1 Eng."**1, Cheo, Frieser #1 Sin- 
- sheimer'7!, Boedtker"?, Doty 4°, Spirin cs i el ie bia 
| SOGBGH. XOGR UR, ERED. MEE. BOGR A SoUb ee 
ARE, RMDP Gierer WHR, Commoner 还 指出 ， 
| TMV-RNA 的 长 链 一 端 , 只 要 损失 295 的 单 核 苷 酸 ,就 能 失去 全 部 
， 活性 59555。 所 以 目前 研究 烟草 花 呈 病毒 大 部 分 学 者 ， 都 认为 一 个 
| 具有 生物 活性 的 核酸 分 子 量 应 训 在 二 百 万 左右 。 这 和 一 个 病毒 分 
| 子 只 能 有 一 个 核酸 分 子 的 说 法 是 相符 的 。 


和 Gierer 等 持 有 不 同 看 法 的 ， 以 Fraenkel—Conrat 和 Sin- 


gerE7] 这 一 派 学 者 为 代表 。 他 们 认为 ,上 述 大 分 子 的 核酸 ,只 不 过 
| 是 一 些 分 子 量 为 0.25 x10* 的 核酸 亚 基 的 聚合 体 。 分 子 量 较 小 的 
和 核酸 ， 同样 可 以 具有 活性 。 


二 派 学 者 过 去 几 年 来 ， BIT RRA tet Ha 
ve EP he Pee. 
Be SM AE Hae OR a) FEHR 21x 10° 计算 , 这 


RAMA FED ASB FY 320 HFA AK FB 6000 45 如 
«DLE EA — 7 BE BEC H) 33,000 A, 拉 直 时 应 达 50,000A， 
| RA X ATH RF MRE BY, HE Knight 的 分 

br, TMV-RNA Hp pC Rh ASR HY He Bil Ig DRI 29.8% » Rs OLR 
BS 25.3% , MEME 18.5% , PREM 26.32%5541。 


3、 核酸 的 一 级 此 构 ， 烟 草花 时 病毒 的 初 稚 千 构 ,主要 是 指 四 
种 单 核 昔 酸 排列 的 顺序 ,这 是 当前 生物 化 学 中 ,也 是 生物 科学 中 最 
艰难 的 问题 。 近 几 年 中 ， 已 沟 有 人 开始 用 酶 解 和 化 学 的 方法 来 学 


， 试 这 个 问题 ,目前 这 个 问题 的 研究 在 方法 上 还 有 困难 。 第 一 ,在 着 
“ 手 测定 核 昔 酸 序 例 以 前 ,首先 得 备 制 一 种 原状 的 均一 纯 次 的 核酸 ， 
用 现 有 认为 最 理想 的 方法 进行 制备 的 芯 酸 ， 仍 是 不 均 - 一 的 。 最 


测定 核 董 酸 顺 序 目 前 还 没有 完善 的 方法 。 目 前 用 酶 降解 核酸 只 能 
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RNase’ DIGG IMME, (LE, EARS ALAS. 第 
二 ,烟草 花 叶 病 毒 核酸 的 分 子 量 太 大 , 想 通过 化 学 和 酶 解 的 方法 来 


获得 仅 包 含 一 二 、 三 个 单 核 苷 酸 的 小 片断 赛 枝 昔 酸 ， 要 从 这 样 小 | 
的 片段 估计 一 个 有 几 千 个 核 背 酸 的 长 链 是 很 困难 的 。 | 
虽然 要 解决 核酸 中 核 苷 酸 的 排 烈 顺序 还 存在 着 技术 上 的 困 1 
难 ， 有 些 生 化 学 者 如 及 eddi[s9?69?6176*765766] ， 再 arTtc 和 ， Knight $| 
71, Rushinzky 9"), pA ese TMV-RNA 的 酶 解 叶 
进行 了 研究 ,也 获得 一 些 初 步 的 结果 。 Py 
用 核酸 水 解 酶 ， 通 常 能 获得 单 、 双 和 三 核 背 酸 。 然 而 用 牛 膜 
RNase 井 不 能 将 TMV-RNA 完全 分 解 , 有 个 不 被 降解 的 部 分 ， 
全 被 称 为 TMV-RNA 的 “核心 ", 如 用 适当 的 方法 使 PTMV-RNA 


完全 降解 ,此 水 解 液 的 紫外 光 的 吸收 可 较 原 来 大 分 子 增加 37 和 5 之 量 


多 ( 称 为 低 色 效应 )。 如 将 TMV-RNA Je FAA RNase 降解 , 柴 
PEW WH 15 秘 ,再 将 余下 的 “核心 ?用 碱 或 植物 时 的 RNase 降 
i, EOE Me HY FEI 219。 换 句 话说, 核心 ”部 分 所 引起 的 “ 低 
色 效应 ” 占 总 “ 低 色 效应 ”的 605%5[e2， 而 这 “核心 2 的 长 ， 只 有 6 个 用 
单 核 昔 酸 ，Reddi 认为 这 主要 是 由 于 “核心 ” 合 嘎 啥 较 多 的 炉 故 。 

TMV-RNA #i4F ME RNase 降解 所 得 各 种 单 核 音 酸 和 各 种 
寡 核 昔 酸 ,相互 间 的 比例 与 酵母 RNA 的 降解 物 固有 很 大 区 别 ， 即 
使 在 不 同 株 系 的 TMA 之 问 , 也 有 了 明显 的 差别 。 

3. 核酸 的 华 化 ”在 整体 的 病毒 分 子 中 ， RNA 是 明显 地 不 合 
氢 键 的 ， 至 于 它 和 病毒 、 蛋 白 如 何 连 接 在 一 起 , 目前 还 未 了 解 。 
Doty 在 1959 年 就 指出 在 有 去 蛋白 以 后 ,具有 感染 性 的 病毒 RNA 
则 有 和 氧 键 的 存在 5933, 他 用 旋光 散射 的 方法 测定 RNA 分 子 中 有 一 ， 
守 核 昔 酸 是 呈 螺 旋 状 排列 的 。Spirin 和 Belozersky 等 对 于 
二 狼 结 构 的 问题 双 作 了 一 系列 的 考察 ,包括 旋光 性 、 粘 度 、 沉 降 及 
FER STE PE EAR IE ESE, WUD 
RNA, 46S i FAL —-7 MRA LT ERE SHS FPR E, IR EEAA 
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和 


半径 的 比 是 60:80， 具 有 二 般 千 构 ( 氧 键 及 螺旋 次) 和 三 级 粘 构 ( 束 


芋 分 子 粹 成 螺旋 ), 加 入 尿素 仅 破坏 氨 键 而 使 螺旋 结构 蔬 松 ， 只 有 加 
赦 , 才 使 三 级 结 构 破坏 ,这 主要 是 由 于 磷酸 基 间 的 静电 排斥 力 。 


Haschmeyer, Singer 及 Fraenkel-Conrat 等 从 258 毫 微米 


昨 吸 光 、 旋 光 及 沉降 等 方法 观察 "1， 认 为 在 金属 离子 Me 或 Me 
的 影响 下 TMV-RNA 能 从 比 较 杂乱 无 章 的 状态 ， 改 变 为 较 有 秩 ， 
| 序 与 胡 积 的 构 型 ,两 者 之 问 可 以 互相 转换 ,而 均 具 有 感染 性 。 


Loring 等 ”)] @ 35 TMV-RNA 中 的 金属 含量 ， 发 现 其 
ae Mg**, Ca**, Fet*, Cut* 等 离子 , Fe… 的 含量 比较 恒定 ， 


可 能 是 使 核酸 结构 稳定 的 金属 。 据 Wacker 等 在 第 五 届 国际 生 
| 物化 学 会 蔗 中 报告 OO, TMV-RNA 还 含有 Sr+++ (6ppm)、 
_ Ra**(23ppm), Al*** (77ppm), Cr+* (ppm), Mn** (6ppm) 
及 Nit* (16ppm)。 他 们 研究 RNA 加 热 后 在 258 毫 微米 的 吸收 
， 光 的 变化 ， 认 为 核酸 的 一 部 分 二 般 烙 构 与 三 狼 烙 构 是 依靠 金属 离 


FH, 
1961 4 Boedtker'*) 用 光 散 射 \ 沉 降 、 粘 度 、 放 光 射 散 、 光 吸收 


等 方法 ,研究 在 常温 下 0.1M 磷 酸 攀 冲 液 中 TMV-RNA 的 结构 ， 


认为 RNA 所 具有 的 部 分 螺旋 车 构 相 当 于 杂乱 无 章 的 多 核 苷 酸 
链 ， 如 果 将 此 RNA 在 80?G 加 热 一 下 又 立即 痊 却 或 任 它 在 25°C 


。” 静 牌 两 天 倒 反 而 成 更 紧密 而 稳定 的 结构 型 ， 金 属 离子 能 稳定 螺旋 


千 构 ,在 这 方面 ，Mg* + 的 效力 相当 于 Na* 的 25,000 倍 。 
”我 们 可 以 看 到 Doty 和 Boedtker 对 于 TMV-RNA —, =% 


结构 的 基本 概念 很 有 不 同 ， 但 他 们 和 Spirin 一 样 ,试验 粘 果 也 是 


完全 支 持 Gierer 的 ， 认 为 有 活性 的 TMV-RNA 是 一 个 违 毯 的 ， 
分 子 量 在 2x 10* 左右 的 大 分 子 。 


许多 物理 的 (如 光 、 声 、 热 ) 和 化 学 的 因子 ， 都 能 引起 TMV- 
RNA 的 初 汲 和 二 ,三 级 和 结构 的 改变 ,而 使 其 失 活 , 如 不 失 活 ， 就 党 


会 产生 新 的 品种 ,这 是 人 工 引 起 突变 的 基础 。 


FARR WADERS TMV-RNA 的 问题 Ginosal**) 用 去 活 剂 制 
# TMV-RNA, ， 在 中 性 pb 也 F137 ~ 65°C 的 范围 内 ， 的 对 钝 化 


“2 = 


* 
A 


% 20 40 80 100 120 
时 间 ( 分 钟 ) 


图 3” 烟 草花 叶 病 毒 RNA 在 pH 7,15, 0.1 M 磷酸 稳 冲 . 
液 中 加 热 的 存活 图 "91。 


是 呈 一 般 效 应 的 (图 3 ) ,上 体 病毒 也 是 如 此 ,从 示 同 温度 的 僵化 速 
度 常 数 可 以 估计 使 感染 性 消失 的 活化 热量 (4 再 ) 是 19 kal/mole, 
这 数值 比 DNA 得 传 活性 消失 所 需 的 热量 (93 kal/mole) (KGB, 
可 能 是 由 于 TMV-RNA 只 要 有 一 个 磷酸 酯 键 断 裂 就 可 失 活 ， 而， 
DNA 却 须 有 15 SRR AR SS Ry HR OD Se ， 
KR, TM V-RNA ASS ESE Be (—19.5 entropy units), — 
Gino za 猜想 活化 时 有 环 状 的 磷酸 三 酯 形成 ， 这 才 使 核酸 分 子 降解 “ 
而 断 届 , 一 分 子 中 只 有 一 个 磷酸 酯 键 断 肌 ,就 会 使 整个 分 子 失 活 。 ， 
TMV-RNA 对 驻 线 照射 是 敏感 的 , 钝 化 旦 一般 效 应 ， 在 干燥 

状态 或 冰冻 状态 使 669 鳄 化 剂量 是 3.0 10° r, 和 整体 病毒 分 子 
的 钝 化 剂量 相同 ， 这 表示 驻 线 钝 化 完全 由 于 核酸 的 改变 ;相当 于 “ 
3.0~x 10° r 剂量 的 “辐射 敏感 分 子 量 ”(radiosensitive molecular 
weight) PSH 2.1~4.0x10°, X aM —-AMAM ELSE 
HEP 8, 5K Gierer™) 关于 有 活性 核酸 分 子 量 的 学 说 也 

是 相符 的 ，XX 凌 鳄 化 并 不 引起 分 子 量 的 下 降 ， 反 映 在 260 mw 光 吸 
收 方面 ， 消 光 数 的 下 降 仅 缁 。 这 表明 驻 业 钝 化 主要 是 引起 尿 喀 
eA HT AME eR. SY. Wang feo 


na 


| 


SHAE RAR 


1 O 
的 
aa +E, HN SE 
deh Le 
9 H 
尿 喀 4-FEAAT aE 
O ; O 
H mye 
AY 未 
HN Nt . HN HN 
VAN ON 
OF) EB . =H 
巴 比 妥 酸 parabanic acid 


很 多 的 文献 报告 在 253.7 毫 微米 照射 下 ,很 多 胞 核 苷 酸 的 衍 
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用 产物 ， 就 可 以 推测 腺 喀 啶 光 解 的 机 制 是 : 


O 


[0] 
一 一 一 一 > 


有 ia ee Sas : 
Shes ee a ee eo le eee 


RM ales an ee aaah ih alia 


REL SAR BOK LPL ea RE 


Athy AEROS, 能 产生 光 化 产 物 , Soiree Oe in 


ET OH Nao eee Va: I 
站 
1/CH see Day | PEO (0) 人 NH 
CR pte 
Rr tan ed Na H,;*O Ni _H,*O 
> 一 一 > 一 一 一 
pte 
WAN 三 ba. Be ve q 
被 紫外 光照 射 的 不 同 株 系 的 TMYV 之 间 , 敏 感性 差异 很 大 。 据 
Siegel SHIRE, BR Ul 与 另 一 变种 U2 之 间 敏 感性 在 干 
燥 状 态 基本 相等 ,在 湿 油 状态 时 U2 See Ul 敏感 5.5 倍 5 CA 
4)， 但 从 两 株 中 所 提出 的 RNA, BORER RTE A ABE. 
PEN RNA 的 钝 化 机 制 且 前 还 不 了 解 , 似 是 RNA 分 子 局 部 赵 
1.0 


StL ae eer RCS 
剂量 (分 钟 ) 
图 4 烟草 花 叶 病毒 .01 与 02 和 
的 紫外 光敏 感性 
= Ul 核酸 ; 0o=1U2 核酸 ; ----- Ul 病毒 ; —— U2 ite 
eed 2 tome 


改变 be9。 


不 少 化 学 药剂 可 以 和 TMV-RNA 作用 产生 钝 化 。 印 化 作用 


”一 般 都 呈 一 般 反 应 ;其 中 较 早 知道 的 一 个 ,要 推 甲 醛 ，Stanley5s 


在 1936 年 就 处 理 TMV 分 子 使 其 印 化 , RENTAL, EAL 
， 理 后 的 病毒 分 子 , 的 血清 到 应 性 质 , 没有 明显 的 改变 , 因此 这 方 


法 就 被 应 用 于 制备 小 儿 有 大 兽 病毒 疫苗 ,获得 很 大 的 成 功 , 甲醛 不 但 
和 病毒 蛋白 起 作用 ,当然 亦 和 RNA 起 反应 ， 才 能 产生 钝 化, 如 用 
1~2% 的 甲醛 在 pH 6.8 予以 处 理 TMY-RNA， 此 外贸 吸收 可 


， 增 大 了 30 筷 ， 同 时 吸收 峰 转 变 到 较 原 来 高 3~5 毫 微米 的 波长 ， 


这 对 一 切 含 有 氨基 的 核糖 核酸 衍生 物 都 有 同样 的 效应 ， 这 主要 是 


| 由 于 Schiff 基 ( 一 N 一 CH,) 的 形成 ca 。 


其 他 醛 类 如 Glyoxal 与 Kethoxal (B- 乙 氧 -2 Ail JHE) ab HB 


- 印 化 TMYV 及 TMV-RNAC]。 


TMV-RN A 和 亚 确 酸 作用 产生 一 定 的 产物 ， epi ae 
测定 ， 可 以 计算 每 分 子 的 核酸 ， 至 少 需要 几 个 所 基 才 能 保持 感 桨 
性 。 据 Schuster 和 Schramm pyHt 40°, 6000 7 2 HH TF HE 


REBT ME PRR A, RARER TO TREE 


性 ， 由 于 亚 确 酸 的 处 理 , 产生 了 变种 , FE “ROAD UAE” — Be 
(225 页 ) 中 还 要 话 述 。 

据 Eraenkel-Conrat Birt MR), +e GEA (alkyla- 
tion reagents) 都 使 TMV-RNA 迅速 失 活 ,它们 对 RNA 的 作用 
活力 是 芥子 气 > 二 甲 基 硫酸 > 乙烯 和 丙烯 氧化 物 > 磺 乙酸， 其 中 
只 有 二 甲 基础 酸 能 使 之 产生 变种 。ITMY -RNA 4 PHERR PR 
二 甲 基 硫 酸 处 理 , 可 使 其 氨基 或 环 上 的 氮 甲 基 化 ,如 腺 叶 喻 核 背 变 
为 人 - 甲 基 腺 嗓 喻 核 苷 与 1- 甲 基 腺 嘻哈 核 苷 上 。 此 外 ,省 和 过 夏 


酸 钠 也 都 能 使 TMY-RNA shift, 


另 一 种 值得 注意 的 钝 化 剂 是 羟 气 、 笑 也 能 在 中 性 洲 液 中 与 
TMV-RNA 起 作用 ,这 钝 化 剂 的 特点 是 亡 只 和 核酸 起 作用 ， 而 与 
病毒 蛋白 无 作用 。 据 Schuster! Heri EC A DR EK EF 
作用 机 制 是 
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”所 以 在 TMV-RNA 里 ， 我 们 可 以 把 尿 喀 啶 完全 除去 而 不 使 
RRC STR , Fy Fa Wah LY RE Eg EE 4% RNA 


pH 6.15 和 羟 氮 作用 时 , 胞 喀 吓 的 反应 比 尿 喀 吓 狗 大 30 倍 ， 而 在 


pH 了 9.15 时 , 尿 喀 啶 却 较 胞 喀 啶 快 8 倍 , 很 明显 ,通过 羟 氨 的 处 理 ， 
一 定 可 以 获得 许多 新 变种 。 


此 外 还 有 一 些 非 自然 的 核 碱 如 偶 氮 局 便 呀 哈 、5 氟 尿 喀 吓 、2 


。 硫 氧 基 尿 喀 吁 等 进入 TMEV-RNA 中 ,也 可 引起 RNA SAE, 


(=) 蛋白 质 的 结构 “每 个 烟草 花 时 病毒 分 子 含 2430 个 蛋 
自 亚 基 , 这 些 亚 基 蛋 自 可 以 用 了 互 10~10.5. it PE eR eR A 


” 液 , 或 电泳 等 法 使 从 核酸 分 离 而 不 变性 。 据 Fraenkel-Conrat #, 
冷 的 67% 的 乙酸 是 最 理想 的 分 离 剂 9。 最 近 几 年 来 ， 已 知 使 用 ， 


酚 来 分 离 的 蛋白 亚 基 ， 轻 用 强 碱 或 8M RAR HERR EN 
二 航 和 结构 ， 从 Ramachandran! 的 氨基 酸 分 析 结 果 推 算 ， 每 个 


WIE BER 164 个， 分 子 量 至 少 应 为 18,270。 


以 后 Gish, Ramachandran 和 Stanley®°] 及 Ramachand- 
ran 和 Narita (7) 尤其 是 Narita‘®*) 出 色 解 决 了 比较 困难 的 N- 
ARI N BE, AB TMV 蛋白 亚 基 的 N- 末 映 是 与 酷 氨 酸 相 邻 的 


N- 乙 酰基 机 氨 酸 〈 后 来 他 又 发 现 一 个 和 TMV 生物 特性 很 接近 


的 王 瓜 病 毒 的 蛋白 的 全 末 端 是 打 - 乙 酰基 丙 氨 酸 - 酷 氨 酸 )。 亚 


基 的 CO- 未 端 是 苏 氨 酸 ， 是 我 国生 物化 学 家 鱼 猎 义 先生 在 跟 


Fraenkel-Conrat 工作 时 共同 测定 的 553]。 

蛋 自 亚 基 的 全 部 氨基 酸 序列 ,到 了 1960 年 就 由 Secehramm 的 
实验 室 "] 和 上 raenkel-Conrat 的 实验 室 5 分 别 独 立 完成 。 据 
Schramm 等 的 分 析 ,每 个 蛋白 亚 基 含 氨基 酸 157 个 ,而 Fraenkel- 
Conrat 则 得 到 158 个 ， 第 92 个 氨基 酸 ( 精 氮 酸 ) 后 面 只 跟随 一 个 
#68 AM, 而 Fraenkel-Cnorat 则 声称 是 跟随 了 两 个 异 白 氮 酸 分 
子 , 其 他 所 基 酸 的 欢 序 亦 有 不 一 致 的 地 方 , 还 待 最 后 确定 。 

FA SE AY en, WAN Fa BER» 第 26 > BSL EE HE AR, “ER 
HE SRG 2 fs J A HH ABE A BB BA 56 Ac ,运用 这 样 
的 技术 很 有 利于 推测 蛋白 亚 基 的 空间 构 型 。 
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蛋白 质 亚 基 是 如 何 与 核酸 连接 在 一 起 ， 目 前 还 不 很 了 解 。 据 时 
Fraenkel-Conrat 的 意见 ， 因 为 与 核酸 胸 离 的 蛋 自 在 适当 的 PH 
和 离子 强度 下 能 在 核酸 周围 重新 聚合 成 完整 的 病毒 Ps29， 所 以 含 
价 键 是 不 会 有 的 ,未 解 离 的 状 基 可 能 以 氢 键 的 形式 参加 作用 ,此 外 量 
还 有 以 共 占 键 和 离子 形态 连结 的 可 能 ， 他 的 看 法 得 到 其 他 学 者 如 
Koshland，Simmons，Watsonc4] 等 的 支持 。Reddi: 指出 ” 用 
”紫外 糖分 光 光 度 寻 测定 TMV-RNA 加 TMV 2a eypeet 
MEK TMV 的 是 一 样 的 ， BEE, 8 HRI Re AVE Ea TELLS HT 
RADIO, RRS eR, Koshland 等 用 有 O* 标志 的 
H,O* 代替 HO, HOUKSGANREA, eee RNA 的 磷 
酸 之 间 没 有 三 酯 链 (triester linkage)， 因 为 如 果 有 的 话 ，O?# 应 
We RNA 的 磷酸 中 发 现 。EHraenkel-Conrat 又 认为 每 个 亚 基 
含有 的 一 个 内 茂 的 ( 牛 胱 氨 酸 ) 硫 氨基 ， 对 稳定 二 般 结 构 可 能 很 有 
用 处 。 
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=. RRR AMIE | 
(—) 核糖 核酸 感染 性 的 发 现 和 肯定 19524 Westphal) — 
.等 用 温 热 的 酚 水 混合 液 处 理 翘 菌 蛋白 能 成 功 的 将 蛋白 带 大 酚 相 ，， 
核酸 留 在 水 中 ， 这 方法 后 来 经 Schuster，Schramm 和 Zillig'**) 
改良 ,最 后 在 1956 年 为 Gierer 和 Schramm!*] 所 采用 ， 工 且 成 
功 地 提出 具有 生物 活性 而 基本 上 不 含 蛋白 质 的 TMV-RNA,， 欢 ， 
年 Fraenkel-Conrat 42° 也 宣布 他 用 去 污 剂 (十 二 烷 硫酸 锁 ) 
制备 得 同样 的 核酸 。 
上 述 学 者 们 的 工作 , BREE Be Lays TMV-RNA, 

仍 有 感染 力 和 繁殖 力 ， 烟 草 在 感染 TMV-RNA 以 后 发 生 的 疾病 
和 感染 了 病毒 的 无 异 ， 而 且 能 生成 完整 的 病毒 。 至 于 除去 了 
RNA 的 病毒 蛋白 ， 不论 在 亚 基 的 水 平 或 重 聚 为 大 分 子 的 水 平 上 ， 
都 没有 显示 任何 感染 性 。 
由 于 本 处 理 法 和 去 污 齐 处 理 法 制备 的 RNA 与 完整 的 病毒 分 

子 比 较 ， RNA 制剂 只 保存 原来 病毒 的 0.3 狗 左右 的 生物 活性 , 引 
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nt 


第 一 ,这 样 低 的 活性 难道 不 可 能 是 由 于 试验 愤 盖 ,例如 由 于 少 


量 的 未 除 次 蛋 自 的 整体 病毒 的 污染 所 致 
第 二 ,即使 RNA 制备 中 没有 含有 上 体 病毒 分 子 ,这 样 低 的 感 


“sae, BALE LE RE? 


中 
ps . 
: 


= URE HERE DEE HP RCER AE BR 否则 这 一 些 剩 余 的 
生物 活性 是 否 好 由 于 这 点 剩余 的 蛋白 质 的 影响 ? 
第 四 ,即使 TMV-RNA 中 不 含 任何 蛋白 , 怎 能 排除 宿主 体内 


的 蛋白 不 对 它 起 主导 作用 ? 


但 是 去 年 来 沟 Schramm 的 实验 室 , 和 了 raenkel-Conrat 的 


实验 室 中 的 科学 家 们 的 努力 ， 对 这 些 问题 已 大 部 分 答 予 有 力 的 答 


复 : 
首先 他 们 用 一 系 烈 的 实验 证 明 以 上 两 种 方法 制备 的 RNA 的 


感染 是 由 于 RNA 未 身 , 而 不 是 由 于 可 能 夹杂 的 整体 病毒 。 第 一 ， 


用 RNase 处 理工 MY-RNA 制备 品 ， 就 能 引起 了 感染 性 完全 去 
失 。 但 RNase 对 TMV 病毒 分 子 是 不 起 作用 的 。 这 就 证 明 引 起 
感染 性 是 由 于 有 TMV-RNA 的 存在 。 第 二 ,用 抗 病毒 血清 处 理 ， 
可 以 很 快 地 使 整体 病毒 失 活 ， 而 不 影响 RNA 的 感染 性 。 第 三 ， 
TIMY-RNA 在 加 热 时 迅速 失 活 而 病毒 分 子 则 稳定 的 。 第 四 ,二 MY 
的 沉降 常数 和 TMV-RNA 的 沉降 系数 是 明显 地 不 同 。 第 五 ， 
TMV-RNA 的 制品 在 电子 显微镜 下 也 找 不 到 整体 病毒 。 
“从 这 些 实验 证 据 已 可 完全 排除 病毒 分 子 的 污染 问题 ， 因 此 肯 
fey TMV-RNA ASE A RU, RN EY. 
(=) 病毒 分 子 的 重组 1955 Ae TMV-RNA 的 感染 性 被 
诈 明 以 前 ，Fraenkel-Conrat 和 Willjiams[， 以 后 有 Comma- 
ner 和 Lippimcott S'%*5l@ te Rese pH 10.5 gerbe WM TMV 
BEES PoKN see AST Sore A itil 4 Wy RNA 相 混 合 , 又 
可 以 钥 成 具有 感染 性 的 病毒 ， 而 当 两 者 分 开 时 ， 对 心 形 烟叶 都 没 
有 感染 性 ， 这 是 由 于 当时 还 不 能 制备 出 具有 活性 的 TMV-RNA, 
在 具有 感染 性 的 MY-RNA 被 发 现 后 ，Eraenkel-Conrat 和 
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Singer!) 双 按 照 以 前 重组 病毒 的 方法 做 了 一 些 非 常 出 色 的 工 
作 。 ae 
AAP] FA Cee TS 9 (0.5% AE. FR BES SL 
下 (在 室温 下 用 0.1% Hie te 0.1 M em 
当 于 蛋白 量 1/15 ~ 1/20 , Wel 1/100~1/200 的 核酸 量 ) 使 时 
之 结合 重新 组 成 病毒 。 此 病毒 的 外 形 及 核酸 含量 和 原 病 毒 完全 相 时 
同 ， 而 感染 性 可 以 恢复 30% ~ 80%, 这 工作 猎 过 许多 其 他 实验 量 
室 的 重复 证 明 。TMVY 和 别 的 病毒 一 样 ， 也 有 许多 不 同 的 株 ， 它 时 
们 的 蛋白 质 亚 单位 的 分 子 量 都 在 18,000 2, (AAU, 
血清 反应 也 不 同 。 例 如 车 前 草 株 TMV (也 R-TMV) 和 普通 株 
TMV 就 是 如 此 。KFraenmkel-Oonrat 就 利用 这 种 特点 进行 不 同 “ 
株 的 核酸 与 蛋白 质 的 混合 重组 。 在 HR-RNA 和 TMV £8 
重组 后 ， 将 之 感染 烟叶 ， 发 生 类 似 HR 的 斑点 ， 在 Nicotiana 
tobaccum 和 N. sylvestris 两 种 烟草 上 的 单 班 试验 ， 显 示 和 两 个 
母 株 都 很 不 相同 ,但 是 这 个 类 似 AR 的 病毒 却 受 到 抗 TMV ite 
的 抑制 而 不 受 抗 AR 血清 的 抑制 ， 当 TMV-RNA 和 HR 蛋白 

重组 后 烟叶 上 斑点 的 性 质 及 抗 血清 试验 都 和 上 述 相反 。 

混合 重组 的 病毒 的 后 代 蛋 白质 的 性 质 与 所 用 核酸 的 原来 病毒 
几乎 完全 相同 ， 而 重 粗 后 病毒 后 代 的 生物 活性 则 和 原来 病毒 的 蛋 
白质 无 关 。 了 raenkel-Conrat “fj BHA Es, SAA (1) TMV 核 
酸 感染 很 低 的 原因 是 由 于 失去 蛋白 质 外 壳 的 保护 ;(2) 核 酸 在 感染 
性 和 簿 传讯 息 的 传递 上 ,处 于 主导 地 位 ,蛋白 和 核酸 重组 的 专 一 性 
是 不 强 的 ， 用 人 工 合成 的 多 核 苷 酸 和 病毒 蛋白 也 能 聚合 成 杆 状 外 
形似 TMV 的 质点 ， 井 且 不 受 RNase 的 分 解 ， 但 是 没有 生物 活 
性 ， 如 果 不 用 RNA 作 轴 心 , 只 用 病毒 蛋白 ， 在 适当 条 件 下 也 能 聚 
合成 杆 状 , 也 是 没有 活性 。 血 清 蛋白 与 TMV-RNA 糙 合 ,不 能 消 
臣 杆 状 ， 却 抑制 了 核酸 的 活性 ， 所 以 杆 状 聚 合 可 能 是 稳定 TMV- 
RNA 的 重要 条 件 。 

(=) 关于 核酸 活性 的 委 论 

1. 核酸 感染 率 很 低 的 原因 “上述 Fraenkel-Conrat We 
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要 原因 。 此 外 对 于 TMV-RNA ni SK 同 科学 
家 还 有 各 人 自己 的 解释 和 证 据 。 


(1) ZERIT ME BHD, Gierer 的 工作 用 酚 处 理 的 方法 


制备 的 RNA 是 不 均一 的 ,只 有 分 子 量 最 高 的 部 分 具有 生物 活性 。 
近年 来 从 Loring 的 实验 室 ,Sinsheimer 的 实验 室 ,Commoner 的 
实验 室 和 早 些 时 Takahashi 的 实验 室 用 超速 离心 电泳 和 离子 交 
换 柱 层 离 等 方法 都 证 实现 有 三 种 制备 核酸 的 方法 《加 的 、 冷 酚 和 
去 活 剂 ) 所 制 的 TMV-RNA 是 不 均一 的 ,其 中 只 有 部 分 的 RNA 
有 活性 。 最 近 Lippincott 发 表 用 氧化 钠 盗 液 中 加 热 1， 所 得 的 
TMV-RNA 的 活性 可 比 其 他 方法 制备 的 高 几 倍 ， 用 了 ceteola 离 
FAC RR MEET BOT, FE 260 毫 微米 下 蔚 取 光 密 度 可 以 看 到 七 
从 个 峰 , 测 定 洗 胸 液 的 活性 , 也 显 出 其 中 有 两 个 峰 具 有 活性 ， 用 超 
速 离心 分 段 收集 , 亦 得 到 两 个 具有 活性 的 峰 ， 活性 最 高 的 正 是 分 子 
量 在 2x10* 左右 的 部 分 。 

(2) Fraenkel-Conrat 等 认为 TMV-RNA 在 制备 与 及 藏 
的 过 程 中 可 能 受到 活 桨 的 宿主 的 RNase 的 攻击 而 降解 失 活 。 其 
灵 裸 露 的 有 活性 的 核酸 分 子 在 侵 大 宿主 体内 以 后 又 受到 了 宿主 体 
内 RNase 的 攻击 ， 以 致 存活 棕 大 为 降低 。 最 后 能 表现 出 感染 症 
状 的 百分率 就 很 低 ， 这 种 看 法 ， 受 到 了 Commoner 一 派 人 和 
Pirie 一 派 人 的 反对 。 

Commoner 等 的 观点 是 79: 绝对 纯粹 的 TMV-RNA 未 必 
能 构成 感染 性 的 充分 条 件 ， 感 染 性 的 表现 可 能 需要 某 种 最 低 限 度 
量 的 蛋白 质 。 

Pirie’°*) #6 FAAP RNase 的 抑制 剂 Zn** 和 肝素 来 防止 
TMV-RNA 的 失 活 ,在 用 酚 制 备 时 将 这 些 抑 制剂 加 大 水 相 中 , 车 


预先 将 Zn++ 加 大 ,就 会 阻碍 RNA PEA AA, MERI THO 


入 , 井 无 明显 的 称 定 作用 。 使 用 肝素 也 不 见 有 阻止 失 活 的 效力 。 因 
此 他 认为 从 宿主 叶 中 带 来 RNase 不 是 使 TMY -RNA 失 活 的 
主要 原因 。 他 自己 又 提出 自然 失 活 的 看 法 ， 认 为 TMVY=RNA 中 
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有 一 些 易 被 空气 氧化 的 东西 ， 由 于 这 些 东西 的 氧化 引起 枝 本 天 污 
.1959 年 Brownhill，Jones 和 Stacy 等 与] ehh LAH 
~ RNase 有 强烈 的 抑制 性 。 Fraenkel-Conrat 和 Singer!**! 在 用 
酚 制 备 TMVY -RNA 将 美 粘 士 〈Bentonite) 加 大 水 相 中 ， 所 得 ， 
核酸 是 非常 稳定 的 。 在 36°C 保温 24 小 时 后 活性 仍 无 改变 ， 而 且 ， | 
比 不 用 美 粘 十 的 制品 高 (此 法 制备 的 TMV-RNA 9285 Sk ae 
“为 对 照 的 1059)。 如 果 将 美 粘 十 加 到 TMV-RNA 滩 液 中 一 起 接 国 
种 或 在 接种 前 在 烟叶 先 擦 美 粘 士 ， 侵 染 牵 可 比 对 照 高 10 倍 以 上 。 
此 外 从 TMY -RNA 对 于 含 RNase 很 少 的 Pinto 总 时 的 威 荣 素 ， 
则 等 于 TMV 的 8% 0% 4 
(3) ASAE, Baka ALAA 
氢 键 的 形成 可 以 使 活性 降低 ， 前 面 已 提 到 过 Doty, Spirin 等 的 
看 法 ,这 里 不 再 重复 。 
FEraenkel-Conrat 的 工作 似 仍 不 能 襄 明 美 粘 士 能 透 过 寄主 是 
PRA Hil AUB AAS RNase, 4 
按 Fraenkel-Conrat 的 实验 用 金刚 砂 项 先 氛 破 姻 BY Ae 2 加 q 
病毒 的 感染 性 11 SG NI LT LE RE 
对 照 的 28 1 CAA i 28 LR R25 eA). B 
外 , RNA +1 M 磷酸 和 要冲 液 ,感染 性 得 8 倍 的 增长 , RNA + 美 粘 
b+ 1M 磷酸 攀 冲 液 , 感染 性 二 至 20 倍 ( 如 果 将 20 用 8 除 正好 也 
是 2.5 倍 。 所 以 美 粘 士 可 以 增加 病毒 RNA 的 感染 性 2.5 倍 )。 
2. 蛋 自 质 的 功能 问题 “在 TMY 重组 试验 中 ,已 说明 病毒 蛋 
白 对 核酸 起 保护 作用 ,但 是 蛋白 的 作用 是 否 仅 此 而 已 ,这 触及 生命 
最 基本 的 物质 基础 的 概念 问题 ,引起 了 生化 学 家 的 激烈 等 花 。 
用 酚 处 理 和 十 二 烷 硫酸 钠 处 理 法 制备 的 核酸 ， 基 本 上 可 以 认 
为 纯净 的 。 酚 制 核酸 用 Sakaguchi 反应 检查 ， 含 蛋白 在 2 甸 以 
PF ARR, 蛋白 含量 在 0.495 以 下 , AEBS 
只 能 看 到 天 门 冬 酸 、 谷 氨 酸 、 甘 氮 酸 和 称 氨 酸 等 四 种 氨基 酸 ， 按 此 
计算 为 蛋白 含量 ， 狗 为 0.25 弛 [el。 但 是 用 更 灵敏 的 抗 病毒 血清 
测定 ,病毒 蛋白 含量 在 0,02 和 5 以 下 529。 去 污 剂 制备 的 核酸 ,用 微 
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Wit amen”, 蛋 自 含量 在 0.5% 以 下 ， 用 氨基 酸 分 析 法 测 
是 估计 蛋白 含量 为 0.06 儿 ， 用 酚 试 剂 测 蛋 和 白 其 含量 为 0.04 一 
了 天 95[58]。 
册 最 近 Eraenkel-Conratcs1 用 酚 及 美 粘土 法 制备 的 TMV- 
RNA 蛋白 含量 也 为 0.0225 左右 ,甚至 不 象 有 蛋 自 质 存 在 ,从 8 
要 tal 蛋 自 计算 ， 也 不 超过 0.04%, HF S* HAMIL 
粘 填 法 处 理 ,确实 有 S* 与 RNA AKA ,无 法 用 乙醇 及 盐 沉 淀 法 
PEI, (AIR RNA 与 蛋白 重组 后 再 行 处 理 就 可 除去 。 
厨 于 这 一 点 以 及 从 继 入 降低 蛋白 合 量 提 不 影响 活性 看 来 〔 照 他 计 
算 ， 234 RNA 分 子 寺 有 工 个 亚 基 蛋 白 ， 而 它 的 活性 井 不 比 含 蛋 
自 为 1% ty RNA 低 )， 他 认为 即使 还 有 微量 的 蛋 自 存留 着 ， 也 是 
与 活性 无 关 的 。 
1958 年 Takahashirs] 将 酚 制 核酸 用 6. sie rts Bi 的 方法 ， 
BETS RMS AAG RR IE DE ROI 
AM. HABEAS E, PERRO RHRAEAW, FB 
用 8” 标志 的 TMV wiley RE, FER EAA. 1959 年 
Knight") 从 8ss 标志 的 TMV 用 酚 制 法 提取 核酸 , 发 现 有 一 部 
分 8* 牢固 地 和 RNA #¢E— ie, TEI, 按 病 毒 蛋 白 计 筑 ， 含 
量 相当 于 0.2%, Pol Takahyshi 和 Knight 都 反对 有 活性 的 
核酸 可 以 不 含 蛋白 质 的 貌 法 。 后 Fraenkel-Oonrat 从 酚 及 美 粘 
二 制备 RNA 的 和 结果 推断 ， 认 为 这 个 0.295 的 蛋白 含量 绝 大 部 分 
LEG Mey RNase, 

Commoner 4°] 认为 (1) 有 活性 的 RNA 必须 含有 蛋白 质 ， 
他 们 计算 每 个 有 活性 的 RNA 分 子 应 合 20 个 蛋白 亚 基 , 他 们 又 用 
重组 试验 证明 ，RNA 活性 很 低 的 部 分 并 不 由 于 不 可 道 的 失 活 , 猎 
加 大 病毒 蛋白 重组 后 , 双 显 了 活性 。(2) Fraenkel-Conrat 承认 


胰 和 蛋白酶 能 使 TMV-RNA 失 活 ,但 是 他 认为 这 是 由 于 有 RNase © 


的 活 染 。Commoner 对 此 种 解释 表示 怀疑 。(3) 从 混合 重组 的 精 
AOR Ja BARA RNA RAI, 但 并 非 完 全 相同 ， 病 毒 蛋 
月 和 宿主 DNA 和 粗 合 也 能 产生 威 染 ,可 表明 蛋白 能 起 作用 。(4) 搞 
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病毒 血清 不 能 抑制 TMV-RNA 的 活性 ， 井 不 能 履 明 RNA 下 
蛋白 , 因 备 清 只 对 高 聚 状态 的 TMYV 蛋白 是 灵敏 的 。 q 
Lippincott") 用 新 法 制备 的 TMV-RNA 活性 较 其 它 方 清 
制备 的 高 出 多 倍 ， 他 认为 如 果 RNA 的 感染 性 是 1 匈 ， 就 表示 其 
PAA 1% 的 RNA 分 子 是 有 活性 的 , 接 这 样 算 ,每 个 有 活性 的 委 分 
子 应 含有 50 个 蛋白 亚 基 。 从 上 壕 情 况 看 来 ， 这 个 问题 的 解决 ,人 fay 
capper 3 
3. 活性 核酸 的 最 小 单位 ”按照 Gierer 和 ibe tn nig 
见 ， 只 有 分 子 量 为 200 万 左右 的 完整 的 TMV-RNA BEYBF ' 
生物 活性 的 。 但 是 Fraenkel-Conrat'7! 认为 TMV-RNA IE An 
TMV a6, WARE — 2S. AAA RE 
以 下 的 观察 的 : (1) TMV-RNA 在 离子 强度 很 高 的 时 候 ， TORE 
速度 突然 降低 ， 显 出 有 分 子 量 比 20 万 小 得 多 的 RNA 的 
(2) 用 超声 波 冲击 TMV 成 碎片 ， 然 后 从 它 制 备 RNA, HYPER 
而 比 从 整体 病毒 制 得 的 为 高 。(3) 用 酵母 核酸 或 H. R-NA $A 
到 TMV-RNA 的 稀 的 溶液 中 , 然后 加 大 蛋白 进行 重 租 ， 则 病毒 ， 
的 产生 和 活性 都 大 为 下 降 。Fraenkel-Oonrat 的 想法 几乎 受到 ， 
许多 学 者 的 反对 ，Gierer 做 了 一 系列 的 试 玲 来 证 明 有 活性 的 核糖 
核酸 分 子 量 应 该 是 200 万 左右 ， 而 且 是 单 链 :(1) 他 从 沉降 和 粘度 
测定 着 明 酚 制 的 TMY-RNA 分 子 量 为 2.1x10” ADEE ST BY 
果 相 符 。(2) 从 RNase 酶 降解 的 动力 学 测定 分 子 量 的 下 降 求 其 与 4 
感染 的 关系 ,也 证 明 是 2.2x10' 的 分 子 量 ,而 且 是 一 单 链 , 键 的 断 ， 
腊 可 立刻 从 粘度 和 活性 的 减退 表现 出 来 ， 而 无 一 延迟 期 。(3) 在 
RNase 酶 解 的 时 候 , 测定 546 微 毫 米 旋 光 和 在 260 毫 微米 测定 低 
色 效应 的 变化 亦 证 明 没有 一 个 延迟 期 。 现 在 对 于 TMV-RNA 是 
单 链 的 大 分 子 尼克 大 致 肯定 。 然 而 上 述 Fraenkel-Conrat 所 观 
察 到 的 事实 没有 得 到 解释 。1960 年 Fraenkel-Conrat 还 报道 
了 用 RNase 降解 而 失 活 的 TMV-RNA 可 以 恢复 部 分 活性 。 所 
以 这 个 问题 也 需要 作 更 深入 的 太 究 ,才能 明确 。 


一 224 一 


Ro ameter 


BeAr HT DA RUBE TIR FEE ITE RFA HT OAT AL: Wo tt Ro 
SAME Re AS HP, IEA DL 
SGV Ag EMM 5 岛 便 味 哈 成 为 黄 味 哈 , NM ESC REE 
莫 中 黄 嘎 哈 和 次 黄 味 哈 都 不 是 自然 存在 的 ， 而 脲 喀 喧 的 生成 则 使 
Wee ee = ROE HE AE, 前 面 已 沟 讲 过 , 这 样 引起 的 失 
a ee Cee eee 
的 百分数 ， 它 它 和 化 学 反应 时 间 亦 是 直线 关系 。 如 果 区 个 核 昔 酸 中 
环 均 到 少 要 有 一 个 单 核 间 本 及 所 才能 使 其 失 活 ， 在 + 时 间 内 活性 
降低 状况 便 应 诸 是 : 

SR (1) 
. 工 t ators, I, t=O 时 的 活性 ，c 是 每 分 钟 内 发 生 
改变 的 单 核酸 数 ， 在 这 里 艾 的 值 可 以 从 感染 性 的 降低 和 核 碱 腊 氨 
的 速率 算出 来 。 据 Schuster 和 Schramm 的 计算 ，N =3000, 
Ell 6000 个 核 背 酸 中 只 要 有 2 个 的 核 碱 改变 就 能 失 活 。 改 变 一 个 
EBIALAS BO% 的 机 会 使 整个 分 子 失 活 , 因 为 三 种 核 碱 腕 氨 的 速率 
是 差不多 的 ， 所 以 亚 确 酸 腊 氨 还 无 法 了 解 哪 一 种 核 碱 的 改变 是 使 
BATE. 

其 次 谈 到 新 品种 的 产生 。 Gigner dn Munday"! seine ath 
亚 确 酸 钠 在 p 也 4.8 和 22°C 处 理 后 的 TMV-RNA 在 心 形 烟叶 
和 下 哇 烟 时 鉴别 新 品种 是 否 形成 , 本 来 TMV 在 爪哇 烟叶 上 只 和 
形成 绿色 病 ， TMV-RNA 猎 亚 确 酸 处 理 后 则 能 在 爪哇 烟叶 上 形 
成 痢 坏 班 。 冶 坏 斑 的 数目 必定 和 新 品种 的 形成 数目 成 正比 。 从 心 
形 烟 叶 上 和 下 哇 烟叶 上 所 产生 的 病 斑 数 又 可 计算 RNA 质点 的 成 
活 率 。 在 不 同 处 理 时 间 中 产生 的 变异 率 ， 最 高 达到 15.5% (变异 
率 的 计算 是 在 爪哇 烟叶 上 将 坏 班 所 占 炊 色 病 加 痊 坏 班 总 数 的 百 分 
KO. Ad 表示 两 种 不 同 品 系 的 TMV AEM RNA 在 不 同 条 
件 下 产生 变种 的 情况 。 
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A ee ee Ue te 


我 们 在 前 面 已 才 把 到 过 , 洗 


et 


OA AAO 
ee aay Oy! wwv 


A5 Ae SERIE 
所 产生 的 变种 5 
m= 变 种 的 浓度 ; mmax= ATER t=HNO, 作用 


时 间 ; 7 =RNA 分 子 中 一 个 核 碱 起 变化 的 平均 时 间 。 

如 时 在 3000 HAS EERE HE 1 个 核 音 酸 起 了 变化 ， 那 在 所 有 
成 活 的 分 子 中 有 6% 的 分 子 是 变异 了 的 话 , 这 表示 6000 ABER i 
中 有 180 VEER FPS FEA PAB EE . | 

最 近 Tsugita 和 Fraenkel—-Conrat!] Ayu J — PR 
和 NT- 漠 代 琥 珀 栈 胺 使 RNA 甲 基 化 和 省 化 ,也 都 能 引起 变种 。 ， 

总 的 来 看 用 化 学 引 变 比 物理 引 变 要 优越 得 多 ， 因 为 化 学 引 变 
的 机 制 容易 知道 ,而 且 较 易 定量 和 定位 ， 对 于 遗传 讯 息 传递 的 研究 
十 分 有 利 。 a 

(=) BBMBMSSHRSKHXK pete 息 传 递 
的 物质 基础 ,核酸 在 生物 体内 的 主 率 地 位 已 逃 明 确 起 来 ,现在 和 遗传， 
学 家 、 生 化 学 家 、 生物 物理 学 家 正 通过 核酸 粘 构 与 蛋白 质 合成 的 关 | 
系 来 揭 开 这 个 自然 界 最 神秘 之 谜 。 

藏 在 核酸 上 的 密码 ( 即 核糖 核酸 链 中 核 苷 酸 的 排 烈 ) 对 于 蛋白 ) 
的 合成 具有 什么 意义 ， 大 家 亚 欲 知道 的 问题 由 于 对 于 核 背 酸 排列 
的 知识 是 如 此 不 够 ， 另 一 方面 关于 蛋白 质 氨 基 酸 序列 的 材料 累积 | 
得 也 很 少 ,要 了 解 上 述 问 题目 前 还 很 困难 。 但 有 人 尝 评 采用 密码 的 ， 
解释 方法 ， 如 最 近 由 Woese 提出 的 从 三 核 音 酸 怪 成 氨基 酸 的 “ 密 
AES"), ALLY Yas 对 于 6 种 病毒 [sl (TMV, ARH AES 
Sey FA SE ase, MEE eS. Te I ER) LI HE 
病毒 ) 的 试验 结果 拟订 的 。 据 他 的 解释 ,每 一 个 氨基 酸 为 别 的 氨基 
酸 代替 时 ,必定 至 少 得 有 一 个 三 联 核 苷 酸 发 生变 化 , 据 他 所 列 的 数 
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in tthe, Hbd, INS, A. B. & ACTH 种 间 的 差别 ， 


个 问题 目前 已 为 不 少 学 者 所 注意 ,但 还 没有 肯定 的 实验 和 结果 ,本 


KLEE. 


”到 于 蛋 自 合成 的 机 制 ， 我 们 可 以 想象 , TMV_RNA ANAS 
AV ANIMES SEIT ALT AMIN, RRP 


PEE AUNIL ILS a et ABE Oo TMY 所 需 的 核酸 和 
A Hk TM ME RE, CARL SRN MS 
ty RE 
4 
PSAP TADS BOAT TT RO, 、 
。 ”全 ) 核酸 作为 遗传 总 息 的 传递 者 及 最 基本 的 生命 物质 ， 
TMV-RNA 研究 的 角度 看 来 ,地 位 是 巩固 的 ， 
忻 还 需 更 多 更 精 的 实验 才能 否定 它 分 享 主 率 的 地 位 。 


《三 ) 讯息 控制 品 冤 码 的 翻译 问题 ， 目 前 的 看 法 是 不 成 数 的 ， 


离开 全 盘 解 决 还 是 很 黎 远 ,需要 组 徐 大 量 的 科学 家 从 事 研究 。 
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第 天 感染 性 核酸 一 一 病毒 
年 胸 学 特性 的 基础 
we 元 元 
Pe 


‘ ancy Gh 


1952 年 Hershey 和 Chase") 观察 到 大 肠 菌 噬 菌 体 在 吸附 
FM Ua, Joe (DNA) AMA 
内 ， 然 后 发 生 感染 。 19544 Tamm 等 °°) Wee BI He Re HITE 
殖 与 宿主 和 胞 中 核酸 代谢 有 密切 关系 。 1956 年 Gierer 和 Sch- 
ramm 1] 及 Fraenkel—Conrat [5s3] 分 别 用 酚 及 十 二 煤 基 磺 酸 负 
成 功 地 从 烟草 花 叶 病毒 提出 有 感染 性 的 核糖 核酸 。 当 将 此 RNA 
制剂 接种 在 烟草 叶 上 时 ， 可 产生 和 原来 病毒 一 样 的 疾病 ,也 即 能 生 
成 和 亲 代 病毒 具有 相同 生物 学 性 质 的 子 代 病 毒 。 

此 后 的 数 年 内 许多 学 者 代 利 用 类 似 的 方法 从 许多 种 动 、 植 物 
病毒 或 受 其 感染 的 组 答 中 成 功 地 提出 了 感染 性 RNA, 例如 : 西 尼 
罗 脑 炎 、Mengo 脑 炎 、 假 性 脑 春 骼 类 、 兰 散 灰 白质 炎 、 柯 萨 奇 、 
了 OHO、 脑 心肌 炎 、 东 方 及 西方 马 脑 谷 髓 炎 、 壁 乱 脑 炎 、 乙 型 脑 炎 、 
BUMPER, Somliki pi, OBE MER SEN RNA， 少 数 
NE BAA HE DNA 等 。 

1957 年 Fraser 等 c7] 报告 ， 在 适宜 的 实验 条 件 下 也 可 以 用 
人 工 的 方法 将 噬菌体 的 DNA 提出 ,接种 到 壮 菌 培养 液 中 ,使 秋 著 
Yu, Hest Mayer 等 ?2] 报告 从 入 噬菌体 提 到 感染 人 性 DNA, 
Gerber 报导 cs 从 SV uo WHERE: DNA; 

由 于 病毒 的 RNA (或 DNA) 能 够 在 易 感 的 动 、 植 物 机 体 或 
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确 胞 内 繁殖 ,引起 和 原来 病毒 -- 样 的 特异 性 感染 ， Fa MLR eRReEL 4 
普 副 地 被 认为 病毒 感染 性 的 物质 基础 。 此 外 全 观察 到 当 用 亚 硝酸 
处 理 某 些 病毒 的 RNA 时 ,产生 了 一 定 程度 的 腊 所 作用 ,因此 导致 
其 子 代 病毒 某 些 生物 学 性 质 的 改变 。 这 使 人 考虑 到 病毒 核酸 的 分 
子 结 构 与 病毒 的 遗传 及 变异 有 密切 关系 。 因 此 许多 实验 室 对 病毒 


核酸 进行 研究 ， 目 的 在 探索 病毒 核酸 的 物理 化 学 性 质 一 一 特别 是 


分 子 千 构 与 病毒 的 生物 学 特性 (包括 感染 性 、 抗 元 性 、 壮 传 性 和 变 
3+) 相互 间 的 内 在 联系 。 到 目前 为 止 这 些 研 究 的 千 果 和 粽 合 起 来 
可 以 分 为 下 烈 几 个 方面 。 本 文 着 重 粽 合 有 关 动物 病毒 核酸 方面 的 
研究 材料 ,来 襄 明 病毒 核酸 和 病毒 生物 活性 的 关系 。 

二 、 病 毒 杷 酸 与 病毒 感染 性 的 关 季 

(一 ) 感染 性 RNA 的 分 离 和 提取 Gierer 和 Schramm 用 
酚 的 包 和 溶液 和 Fraenkel-Oonrat 用 十 二 烷 基础 酸 钠 提 取 烟 章 
花 叶 病 病毒 RNA 所 获得 的 精 果 基本 上 是 相似 的 。RNA 的 感染 
酒 度 一 般 为 原来 的 工 25 左右 。 这 二 种 方法 的 提取 机 制 不 同 。 酚 的 
提取 机 制 主要 有 两 个 方面 : (1) 沉 证 蛋白 质 , 抑 制 组 积 中 核糖 核酸 
Rig (RNase) 的 作用 ; (2) 使 病毒 RNA PETER HMR? 
(8 FA GEER, 1428 Fl RST A, Bachrach 
(1961) UH, FoOGZERTEMAS MVEA TEF HD til RNase 的 活 
PE TR Pa Pee RNA WME. | 

_ Wecker'*1, Sander!*7], Nakamura!’*) 便利 用 加 热 的 酚 溶 
液 提 取 WE 、 登 划 热 .日 本 脑 炎 、 鼠 脑 脊 风 炎 和 脑 心 肌 炎 等 病毒 
的 RNA 获得 成 功 。 在 若干 情况 下 ， 用 加 热 的 酚 所 提出 的 RNA 
具有 比较 高 的 感染 涌 度 。 

Bachrach") 直接 将 口中 疫病 毒 制剂 加 热 ， 也 获得 感染 性 
RNA。 他 认为 热 可 分 解 病毒 核 蛋白 质 而 使 感染 性 RNA 游离 。 但 
是 在 加 热 以 前 必须 先 抑制 病毒 制剂 中 RNase 的 作用 。 

Kaper 和 Steer"*) 用 加 热 到 95 一 100"0 的 1IMNaCl 溶 液 
提取 烟草 环 斑 病 病毒 的 感染 性 4% HR, Lippincott’) 4 TMV 加 
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热 到 98~98.5*C 也 提 得 感染 性 RNA 。 这 种 处 理 的 机 制 可 能 与 


Bachrach 的 热处理 实验 相同 , 主要 是 利用 热 的 分 解 作用 ,而 工 M 
NaCl 的 作用 则 在 于 抑制 RNase 的 活性 。 


Fl) FAN BE fF BR SR ES PH 病毒 也 人 获得 感染 性 


”RNA。 但 是 这 些 方法 未 见 应 用 于 动物 病毒 。 


着 非 对 所 有 的 动物 病毒 都 已 经 皮 功 地 提出 感染 性 RNA, X 
BEML TRI — EM ER & BO ACER, 虽然 Porto- 


_ cala S207 783 和 Maassab5"] yy Hy Beh MT Ht ASE He et SE PR GE 


”出 感染 RNA, 


少数 学 者 对 病毒 RNA 本 身 是 否 确 实 真 有 感染 性 ， 抑 或 这 种 


感染 性 是 由 于 所 提取 的 RNA Kane, Joa SEEN 


” 毒 显 粒 之 故 起 初 售 加 以 怀疑 ， 因 为 用 目前 的 方法 提出 的 RNA 制 


Fl PME IAA 0.03~0.05% WEAR. ARR Fl 
白水 解 酶 及 RNase 的 处 理 研究 如 Alexander 4°], 1% Fraen- 
kel—Conrat 等 Cs 用 同位 素 S* 标志 TMV 病毒 蛋白 质 然后 提取 
RNA, Ais RNA 而 加 以 分 析 ， FR MAE RNA AF 
确实 有 感染 性 FIERA Zk, RF 
面 还 要 加 以 讨论 。 

(=) 提取 感染 性 病毒 核糖 核酸 的 材料 来 源 RMF OY 
肯定 了 病毒 RNA 本 身 具 有 感染 性 以 后 ， 首 先 可 以 提出 如 下 的 问 
题 : 感染 性 核酸 是 从 什么 材料 中 提出 来 的 ? 对 于 这 个 问题 可 以 有 
=P AIA SE: 〈1) 从 完整 的 病毒 颗粒 中 提出 的 ; 〈2) 从 病毒 合 
成 过 程 中 所 产生 的 特殊 感染 性 物质 中 所 提出 的 ， 这 些 物 质 可 能 不 
被 括 人 完整 的 病毒 颗粒 中 ; (3) 自 游离 的 病毒 RNA 提出 。 

有 不 少 材料 可 供 襄 明 游 离 RNA 的 存在 。Brown 和 8Stewartt] 
用 口 踊 疫 病毒 感染 豚鼠 足 掌 ,在 黑 晤 期 内 RE URAL RAR LAS BE 
病毒 颗粒 的 形成 ,但 是 此 时 已 能 从 组 纳 中 分 离 到 感染 体 RNA ( 表 
1)。Brown 和 Stewarttls] 进一步 证 明 口 足 疫 病毒 的 感染 性 RNA 
在 完整 的 病毒 颗粒 形成 之 前 和 牛 小 时 已 沟 可 被 测 知 即 以 游离 状 存 
在 ， 以 后 此 游离 状 RNA 的 量 随 着 完整 病毒 颗粒 的 增加 而 减少 。 
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让 
ji 


a ae 


Re ot oe ee ee er a. 
Se ee 


整 的 病毒 于 感染 后 4 时 出 现 ， 定 


#1 OR ASRARA RE, miele RNA 和 


| 完整 病毒 出 现 的 速率 5 
感染 后 时 间 RNA iE (MLR SEE) TAS tea 2D A Buti ) 
〈 修 时 ) Sa | 上 te Mm | eee | 上 清 液 
0 人 oe 1.8 2.7 
1 2.2 re: 1.5 3.3 
1.5 3.2 any 1.8 3,3 
3.2 2.2 4.5 4.5 
3 3.2 2.2 5.5 a 
— RAMPAGE o 


Engler #1 Schramm"), Hansen 和 Schafert#") <4 aug TMV 

FIRMA RAMI: RNA 的 合成 动态 ， 均 看 到 在 完整 病毒 未 出 
现 以 前 已 能 分 离 到 感染 件 RNA (图 1a, b)。 

Sanders'*7! 报告 ， 在 脑 心 1,600 

肌 炎 病毒 感染 后 15 分 钟 时 , 即 

能 分 离 到 感染 性 RNA ,其 涌 度 7 

在 感染 后 5 小 时 达到 最 高 .而 完 。 力 ;so0 


= 7~8 时 达到 最 高 Q" Holland 1,000 
等 6558] 和 Darnell 27?) 也 观 


400 


200 


空间 数 /毫升 (log) 
(Soy — RAT 


{0720 30 40 BO 60 70 B0 90 100 
感染 后 时 间 ( 小 时 》) 
damn ps UE RNA EE 
Woes } SOBEL Ae RL RNA 
图 la | BR i a aS ae: Pe ER 游离 RNA 


性 RNA 合 成 速率 的 比 鼓 ” 图 lb TMV BRNA 的 生成 动态 co 
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和 白质 让 RNA ty ea ea 
BE hat. 
{ BET BER TE PERIL PS RNA 的 存在 外 ， 
E 有 一 些 实验 证 明 RAB SEE AS GE PSE HH SE RNA, 
Huppert 和 Sanders'**1 42-3: JHC WL J EU SR BE ， 
HL AR es Fs UIE A A SE PH a 


| 部 分 中 的 RNA, FOOL AER INDORE Ms AREAL eA AB HE Ha 


BE Be (Ey RNA 或 甚至 未 能 提出 任何 有 感染 性 的 RNA, JA 
10,000 转 / 分 的 速度 沉淀 1 小时， 使 上 清流 中 病毒 的 洱 度 减少 


2000 倍 ， 但 其 感染 性 RNA 的 泾 度 员 降 低 工 倍 , 而 在 精制 的 病毒 
制品 中 ,病毒 的 满 度 提高 10 倍 ,但 是 未 能 从 其 中 提出 感 桨 性 RNA 
(422), Richter 和 Clark!**] 研究 HEE 病毒 ,同样 不 能 从 病毒 


” 晒 粒 本 身分 离 到 感染 性 RNA。 虽 然 Sanders5 ] 认为 用 热 的 酚 处 


理 可 以 从 完整 的 病毒 显 粒 中 提出 感染 性 RNA《〔〈 例 如 热 酚 提取 法 
可 以 从 成 熟 的 TMY 颗粒 中 提出 感染 性 RNA ), 而 冷 酚 则 仅 能 提 


到 游离 RNA, 但 是 根据 Koch 等 ce] 研究 精制 价 散 灰白 质 炎 病 ， 


毒 及 其 粗 制 品 ， Nakamnra579 研究 登革热 和 日 本 脑 炎 病 毒 , AS 
酚 和 热 酚 处 理 的 烙 果 均 无 明显 差别 。 在 我 们 的 实验 室 中 ， 用 热 酚 
提取 日 本 乙 型 脑 炎 RNA 时 ， 其 感染 涌 度 似 反 而 稍 示 于 冷 酚 。 用 
热 酚 处 理 的 结果 当然 决定 于 赤 病 毒 RNA 本 身 的 对 热 稳定 性 。 
H2 BMASRHMOMARSMAE HS 
感染 性 RNA 的 量 [55] 


病毒 培养 液 处 理 方 法 病 玲 广度 (PEFU) | 着 民生 吉 
原 培养 液 5.8 x 10° 6. 3x10° 
PEPER. 1 万 转 / 分 离心 一 小 时 的 上 清 2.2% 10° 3. 0x 10° 
SEPRHED. 1 h/t Bb I TE 1.2 x 10° 0.16 x 10° 
PEFR A/a Bb) 时 的 沉 诈 

$E HE AH HE Hill | Bx 10° 0 


Huppert 和 Sanders'**] 提出 另 一 种 看 法 ， 他 vlad A 
核酸 可 以 从 不 征 括 人 宛 整 病毒 是 粒 中 的 特 弄 人 性 物质 中 提出 。 这 些 


一 一 一 


900 = 


ee ae 
遗传 信息 。 4 
Franklin 等 ee] 9f9¢, 4 ASML SUM AITO 
PBZ BT SEMA RNase 处 理 , 井 不 影响 感染 性 RNA 的 提出 
i. XR. Bo RNA 不 是 游离 存在 的 ,而 是 存在 于 对 RNase 
AMBER 
Schottissek 和 Roth] PEA BORGES REM s 
殖 时 感染 性 RNA WZ mabAS FE BICERE 2 GRE RNA 、 
SFP AA Ak, (A UE EDTA, SRAM 
RNA ALA VS HebL7G AY a WH A TE HH LR AE a 
Bese Es eA. a 
FESEM WS SCBG SE PLE , FZ ERLE) 48 7) a 
Ba, SALA HET EEL GAB 10°, (MARKED BA 
BLY HEAL BE (SH EAR) > 在 感染 72~96 小 时 后 ， Bees Het EE 


的 升 高 ,所 提出 RNA 的 感染 涌 度 也 比例 地 增加 。 这 个 实验 表 明 ， 


从 受 感染 鼠 脑 组 纳 中 所 能 提出 的 脑 炎 病 毒 感 桨 人 性 RNA 的 量 是 与 
“” 租 和 钠 中 所 含 完整 病毒 的 量 成 比例 的 (图 2 )。 eet 
, 另 一 方面 ,若干 作 者 证 明 , 用 各 种 物理 学 化 学 的 方法 使 病毒 天 
活 , 仍 可 从 其 中 提出 感染 性 RNA, 

Bachrach""] 将 口蹄疫 病毒 在 100?*C 加 热 5 分 钟 使 之 灭 活 (此 


感染 性 了 NA 


， 感 染 力 (上 Dao 对 数 ) 


ry a 72 96 
感染 时 间 ( 小 时 ) 

32 乙 型 脑 炎 病 毒 及 其 感染 性 RNA 在 小 白鼠 

脑 组 梭 中 的 比例 
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时 病毒 材料 可 能 完全 不 呈 感 染 任 ， 说 明 没有 活 病 毒 和 游离 的 感染 


上 性 RNA 存 在 ), 然 后 用 酚 提 取 ， 仍 获得 感染 性 RNA, Klingler 和 


Chapincsa 5% BRISA RE KS RE, Nakamnra (7) 用 

在 55s0 加 热 60 SSRIS PRE TE, Ada 和 Anderson“! 

在 60*0 加 热 20 分 钟 、 用 稀 酚 处 理 及 低 pH 作用 使 Murray 谷 热 

ORI, BPA ILE RNA 。Rappaportrsl 用 免疫 血清 来 
中 和 TMV 的 感染 力 后 也 仍 能 分 离 出 感染 性 的 病毒 RNA 


we 


am a 


以 上 实验 履 明 ,感染 性 病毒 RNA 可 以 从 对 RNase 有 抵抗 的 


”或 能 被 特异 性 抗体 中 和 的 核 蛋 白质 、 病毒 R\A 一 抗原 的 车 合 


体 、 基 至 从 成 熟 的 病毒 是 粒 本 身 提 出 。 
根据 这 些 材 料 ， 我 们 获得 如 下 的 概念 : AST) Jes Se BY a 


RNA 四 某 些 病 毒 可 能 存在 着 游离 RNA， 


易 被 提出 ; 另 一 些 病毒 可 能 缺乏 游离 RNA, maw ieanll 
熟 的 病毒 颗粒 中 提出 ， 本 RNA 的 特异 性 物质 中 提 


出 有些 病毒 (如 TMV) 可 能 含有 游离 RNA 同时 也 可 以 从 病毒 


颗粒 中 提出 感染 性 RNA, 

有 些 病 毒 , 其 成 熟 的 颗粒 可 能 受到 某 种 物质 的 保护 ,而 不 易 从 
其 中 提取 感染 性 RNA, 例如 Richter 和 Clarkcssl 认为 卫 EE 病 
毒 晒 粒 的 表面 包 着 一 层 类 脂 质 ,这 可 能 妨碍 感染 性 RNA 的 提出 。 


流感 病毒 的 表面 也 含 着 不 少 类 脂 质 ， 这 是 否 为 流感 一 类 病毒 不 易 


提 得 感染 性 RNA 的 原因 ，, 傈 不 了 解 。 但 是 Portocala G78) 便 


指出 Ls) see girlies Hane MH Me te hE 


yt RNA, 

#8 Drayton") 报告 ,磷脂 酶 A 能 将 Rous PIR Wa eT» GK 
作者 因此 考虑 到 Rous 病毒 的 生物 活性 是 否 依 顿 于 其 核酸 与 磷脂 
蛋 自 的 千 合 体 ; 破 坏 了 这 种 车 合体 , 便 破 坏 了 病毒 的 毒 力 。 在 流感 
病毒 方面 是 否 也 可 能 有 同样 的 情 交 ， 因 此 不 易 提 出 感染 性 RNA. 

(=) 影响 感染 性 核糖 核酸 滴 度 的 因素 对 病毒 RNA Ay 
染 性 可 以 提出 第 二 个 问题 : 病毒 的 感染 性 是 否 完全 决定 于 或 主要 
决定 于 其 RNA。 换 言 之 ， 病 毒 RNA 是 否 为 病毒 感染 性 的 唯一 


< 


的 或 主要 的 化 学 基础 ? q 
Fraenkel—Conrat, Gierer 和 Schramm 及 aa hy 等 所 提 
得 的 TMV-RNA 的 感染 泽 度 仅 及 原 病毒 汪 度 的 1/100 Jets, He 
后 用 不 同方 法 提 到 的 各 种 动物 病毒 RNA 的 感染 汉 度 一 般 在 原 病 
. 676 FEN) 1/1000~1/100,000 范围 内 。 由 此 看 来 ， 从 所 有 动 、 ii 
WIRES MEDI RNA JREAMRIR, DRA ， 
毒 的 至 部 感染 力 。 
病毒 RNA 的 感染 力 为 何 这 样 低 呢 ? 可 能 有 下 面 的 几 个 原 ， 
因 : 
1. LO RNA 未 能 被 提出 ,在 量 的 方 
面 受 到 损失 。 
2. 在 提取 过 程 中 , BARR AMS RNA 可 被 提出 ,但 是 受 ， 
到 灿 胞 核糖 核酸 酶 的 分 解 破坏 或 由 于 竹 胞 别 的 抑制 因素 而 遭 到 损 | 
失 。 aise 
3. 提取 方法 本 身 不 理想 ,提取 时 破坏 了 RNAS Fees 
性 基 团 或 结构 (例如 一 航 车 构 ), 因 此 被 灭 活 。 
4 由 于 提取 过 程 破坏 了 RNA 和 蛋白 质 、 氨 基 酸 或 其 他 物质 
的 结合 ,因此 降低 了 RNA 的 感染 性 。 
5. 病毒 RNA 的 感染 机 制 和 繁殖 机 制 与 完整 病毒 不 同 。 
关于 病毒 RNA 的 感染 机 制 和 完整 病毒 的 感染 机 制 有 无 差别 】 
目前 研究 得 不 多 ,一 般 认 为 无 明显 差别 。 虽 然 Schramm 等 c 全 
观察 到 用 TMV-RNA 感染 敏感 慎 物 时 ， 洪 伏 期 比 完 整 病毒 业 短 
FT 10~12 shat {8 (99 SE KE A DL 
为 了 了 解 病毒 RNA 低 感 染 力 的 原因 ， 许 多 作者 进行 了 各 种 
试验 。 

百 olland 等 5 用 Ps 标志 兰 散 灰白 质 炎 病毒 的 RNA, 再 用 酚 
提取 ,发 现 几乎 至 部 放射 性 都 可 以 被 提出 。 其 中 97~99% 属于 可 
被 酸 及 乙醇 沉淀 的 大 分 子 RNA 。 访 作者 们 认为 低 感染 力 不 是 由 
于 提取 时 量 的 损失 。 但 是 当 用 所 提出 的 RNA 感 染 HeLa 确 胞 时 ， 
他 们 发 现 ; 只 有 不 到 工 和 的 放射 性 被 锈 胞 所 吸收 ,在 剩 液 中 RNA 
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ee a St . ee ee ee 
== ~ ee ee Se eee 


Yt 


Mis a Sia le ae MN ecules 


(#3 HeLa 如 胞 对 乔 史 灰 自 质 炎 病 毒 感染 性 RNA 的 吸附 作用 rel 


上 清 液 中 剩余 的 同位 素 比 活性 


0( 对 照 ) 141 154 
5 154 、 164 <10 
10 138 rk Me | <10 


ATE 1 7 MALES 180 单位 。 BR DUMAMD ATE AORN A- 


中 大 部 分 RNA 是 没有 感染 性 的 ( 表 3 )。 
在 病毒 显 粒 中 一 部 分 RNA 没有 感染 性 的 情况 是 可 能 的 。 
Ada 和 Perry") 报告 流感 病毒 冰 状 体 所 含 的 RNA 比 球形 颗粒 
多 8 倍 , 井 指 出 这 些 多 余 的 RNA 与 宿主 的 RNA 有 密切 关系 。 
如 果 病 毒 RNA 是 病毒 感染 性 的 唯一 的 物质 ， 它 们 必须 能 表 
现 原 病毒 的 大 部 分 感染 力 。 除 非 是 由 于 有 些 完 整 的 病毒 是 粒 中 的 


«RNA 不 易 被 提出 ,在 这 种 情况 下 从 病毒 是 粒 中 提出 的 RNA 的 感 


染 力 当 然 是 很 低 的 。 

许多 实验 证明 了 条 胞 RNase 对 RNA 的 感染 性 有 破坏 作用 。 
Norman 和 Veomett[7s] 报告 ， 用 Ps? 标志 HeLa smfany RNA, 
然后 将 其 接种 到 Hela 条 胞 培养 上 ，30 分 钟 后 ， 有 5~8% 的 


”RNA- 磷 被 降解 而 出 现 于 低 分 子 化 合 物 中 。 


Sprunt 等 29 观察 到 用 0.9 M 的 NaCl a& KCl 溶液 稀释 大 
DEAR A Re RNA 时 ， 其 感染 诵 度 比 用 等 疾 盐水 稀释 时 有 明 
SETI. Koch 975 B45 ii RA RIG BERN A 91H KEE 0.4 M 
NaCl 中 比 在 1M NaOl 中 低 100 倍 。 如 上 先 用 0.6M NaCl yy aq 
胞 洗 过 然后 接种 RNA, 则 涌 度 比 不 洗 的 高 5 倍 。 

为 了 了 解 高 浓度 的 NaCl 溶液 能 提高 RNA 感染 涌 度 的 原因 


， 是否 与 渗透 压 有 关 ,Ellem 和 Goltertzrl HAs FAR Be RE Wg NaCl 


PARES RFE Mengo 脑 炎 RNA ， 然 后 感染 组 胞 。 观 察 到 随 
44 NaCl FIBRE Mn, RNA 的 感染 洒 度 也 提高 了 。 在 
0.7 M 左右 时 ,感染 涌 度 最 高 (图 3)。 但 是 0.7 M 的 蔗糖 和 0.37M 
的 盐 溶液 对 原 病毒 则 有 强 抑制 作用 。 作 者 解释 高 沙 盐 水 可 能 抑制 
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Te 
. rs, v “a 


Pepsi eR 


01.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 | 

顶 释 剂 的 相对 渗透 压 ， 

图 3 BBX Mengo 脑 炎 RNA 在 工 人 
和 烙 胞 上 生成 空 斑 数 的 影响 > 

o 一 -一 o RAE; 人 -一 人 NaCl- 磷 酸 和 缓冲 液 。 


gi, RNase 的 作用 ， 从 而 提高 其 袜 度 。 Holland 等 Fal 用 2M 


MgSO, a 1M 枸 机 酸 盐 代 替 NaCl, ak Be TE. 


有 些 研究 者 很 重 向 RNase 对 RNA 感染 力 的 影响 ， 甚 至 是 
Herriot 等 "9 认为 ， 在 动物 机 体内 ，RNase 活性 的 水 和 平 与 病毒 
性 感染 之 所 以 发 展 为 有 临床 症状 的 或 潜伏 或 隆 性 的 感染 等 过 程 有 


关 ,而 机 体 的 不 同 生理 状态 则 影响 体内 RNase 的 活性 。 


Sprunt 等 953] 用 等 沙 盐 水 洗 HeLa Aa, 测 知 洗 液 中 有 4q 
RNase FE. Bek (1.4M NaCl) verte, RNase 活性 便 不 。 


能 测 出 。 他 们 分 别 用 高 沙 盐 水 和 含有 酵母 RNA SB Eb ok VER 


胞 ， 然 后 将 用 等 疹 盐 水 稀释 的 符 髓 灰白 质 炎 病 毒 RNA 接种 。 在 ， 


这 种 情 驳 焉 ,用 酵母 RNA 洗 过 的 普 胞 培养 已 无 RNase 存在 ， 接 
种 后 上 清 液 中 剩余 的 春 散 灰白 质 炎 病毒 RNA 活性 与 用 高 渗 盐 水 


洗 过 的 无 大 差别 ， 但 是 细胞 仍 不 易 被 感染 。 访 作者 认为 ， 帮 胞 


RNase 虽然 有 一 定 作用 ,但 是 还 有 其 他 因素 存在 。 
在 我 们 的 实验 室 中 观察 到 ， 用 低 渗 NaCl 溶液 或 蒸馏 水 稀释 
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乙 型 脑 炎 RN A 时 ,感染 涌 度 均 比 用 等 渗 深 液 稀 杰 时 高 儿 十 倍 (但 
是 仍 比 用 高 次 盐水 稀释 时 低 绝 10 倍 )。 因 此 我 们 考虑 ， 除 了 
RNase 的 作用 外 ， MUI RNA 的 吸附 及 通 透 性 可 能 与 其 
洱 度 有 关 ， 而 诊 透 压 的 改变 可 影响 租 胞 膜 ， 因 此 影响 粗 胞 对 病毒 


RNA 的 吸附 。 例 如 Ellem 和 Colterc25 研 究 ， 用 PSR ERED 


白质 类 病毒 的 RNA 再 用 不 同 浓度 的 NaCl 溶液 稀释 。 当 用 0.14 M 
NaCl 稀释 时 在 HeLa 条 胞 上 的 吸附 2% 0.107%, ita Fi 0.64 M 
NaCl 稀释 时 二 加 到 0.819%, B—Aw Fraenkel—Conrat 4°41 
观察 到 用 龟 十 或 金刚 砂 麻 控烟 草 的 叶 面 ， 然 后 接种 TMV-RNA, 
可 以 提高 RNA 的 感染 力 。 这 可 能 主要 是 由 于 四 胞 膜 表 面 受 损伤 
之 故 (但 是 读 作 者 仅 解释 为 这 是 由 于 上 壕 物 质 抑制 了 竹 胞 RNase 
活性 之 故 。) 

” 竹 胞 对 病毒 RNA: 的 吸附 是 很 快 的 ,一 般 在 短 时 间 内 即 完 成 。 
AAPREAK IRE RNA 在 猴 展 及 人 羊膜 翻 胞 上 的 吸附 时 间 只 
a 7 oh), Mengo 脑 炎 RNAC] 在 HeLa 壮 胞 上 的 吸附 只 需 
15 分钟， 延长 接触 时 间 并 未 能 增加 吸附 量 。 了 llem 和 Oolterc2] 


i, HeLa 竹 胞 对 Mengo 脑 炎 RNA 的 吸附 ， 在 17"C 时 比 在 . 


37°C 为 低 。 雯 作者 认为 在 细胞 中 存在 着 对 RNA 的 吸附 不 利 的 
作用 过 程 。 对 这 些 过 程 的 本 质 人 向 未 关 明 。 

除了 上 上述 盐 类 外 ，Dupbes 和 Klinger'*) 报告 一 些 在 水 中 洲 
解 度 低 的 物质 也 能 影响 病毒 RNA 的 感染 力 。. 如 加 CuHPO…2H2。O 
于 奉 髓 灰白 质 炎 病毒 RNA 一 一 钦 愉 竹 胞 培养 中 ， 可 使 洱 度 提高 
10 倍 。 其 机 制 未 明 。 

由 此 可 见 ，RNase 的 作用 不 是 病毒 RNA 低 酒 度 的 唯一 原 
因 ， 除 了 酶 的 作用 和 竹 胞 本 身 的 一 些 别 的 因素 外 ， 是 否 还 可 以 考 
虑 在 提取 过 程 中 RNA 分 子 某 些 活性 基 团 遭受 破坏 或 RNA 与 别 
的 物质 结合 体 和 遭受 破坏 的 可 能 性 ? 

Bachrach"? 报告 ， 用 十 二 烷 基 克 酸 钠 及 酚 提 取 口 蹄 疫病 毒 
RNA,， 观 察 到 在 第 1 次 酚 提取 时 RNA 的 洱 度 为 10…， 第 2 次 
降 为 10…， 第 3,4 次 为 10…。 在 这 些 制剂 中 均 无 完整 病毒 存 
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在 。 在 我 们 的 买 验 室 中 则 观察 到 ,提取 乙 型 脑 类 RNA BY EDI 
酚 处 理 后 RNA 的 涌 度 为 10-**，4 砍 处 理 时 降 到 10*% 6 HAL 
理 时 降 到 10-"“。 多 次 酚 处 理 显然 降低 RNA 的 涌 度 。 酚 处 理 能 上 
破坏 RNA 自身 的 烙 构 或 破坏 RNA 和 别 的 物质 的 烙 合 淋 无 实 办 
就 明 ， 但 是 多 次 酚 处 理 能 降低 制品 中 的 蛋白 质 的 含量 则 是 可 以 青 轩 


定 的 。 


有 助 于 关 明 RNA 感染 性 的 实质 。 


| “Holland 等 cs] 认为 病毒 的 感染 性 RNA 单 链 可 能 必需 与 某 ] 
| HRS EM AE A 9 FEAT SR BR, 5 DR GE PE 时 


降低 。 


Franklin 和 Wecker'*) 观察 到 状 腕 可 以 使 某 些 病毒 RNA | 
TE CONTE RS EEA, BURT AEE), BEE Zachan 四 
007) 的 研究 ， 郑 胺 可 以 分 解 氨 基 栈 基 酯 ， 因 此 Franklin 等 考 | 
i, SPRUE: RNA 是 否 与 氨基 酸 结 合 在 一 起 。 有 如 可 四 
溶性 RNA 一 一 氨基 酸 复合 体 一 样 。 由 于 病毒 RNA 的 分 子 量 在 时 
200 万 左右 ,要 测定 少数 氨基 酸 的 存在 是 很 困难 的 。Franklin 等 四 


观察 到 , 病毒 RNA 在 pH O~7 时 对 热 比 较 稳 定 而 在 p 互 8 时 则 


很 不 稳定 ,这 种 性 质 和 氨基 醚 基 酷 相似。 由 此 看 来 ,病毒 的 感染 任 中 


RNA 有 含 氨基 酸 的 可 能 。 


病毒 核酸 的 感染 性 是 否 与 蛋白 质 有 关 呢 ? 在 噬菌体 方面 ， 昌 
French") 观察 到 噬菌体 在 注射 DNA 时 同时 注射 了 狗 3 儿 的 蛋 ， 


白质 到 菌 体内 ,其 中 狗 1225 WE EEA TK. 

在 植物 病毒 方面 , Fraenkel-Conrat[s] 观 罕 到 如 果 在 TMV- 
RNA 制剂 中 加 入 适量 的 TMV 有 蛋白, 便 可 重新 获得 杆 状 的 颗粒。 
重新 结合 的 制品 感染 力 比 RNA don T 20045 7A, Santilli 
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Huppert 和 Sanders!**) 提出 一 种 看 法 : 完整 的 病毒 题 粒 同 
时 含有 遗传 物质 及 引起 感染 的 “ 板 机 ”(trigger)， 而 它 的 RNA 则 
只 含有 遗传 物质 而 缺乏 这 种 “ 板 机 ?。 根 据 他 们 这 种 看 法 ， 必 须 研 轩 
究 用 各 种 剂量 的 病毒 或 RNA 感染 时 ,各 种 病毒 物质 的 合成 的 质 、 四 
量 和 速率 有 何不 同 ， 以 及 所 请 “ 板 机 ?的 化 学 基础 。 了 解 这 些 问题 四 


“age 电 获 得 类 他 的 实 罗 外 果 ， SRSA A Ae : 


BYE K fal RU RS, BEE PFE ROWSE. 
上 述 Drayton") 也 考虑 到 Rous wesepee sie I ERA 
始 有 感染 性 的 可 能 性 。 
由 于 现在 所 用 提取 感染 性 核酸 的 方法 还 不 能 除去 全部 病毒 蛋 


和 白质。 虽然 能 除去 焰 大 部 分 的 蛋白 质 但 仍 留 下 极 少量 的 蛋 日 质 ， 


同时 也 仅仅 留 下 很 低 的 感染 力 。 因 此 有 些 作 者 认为 虽然 病毒 核酸 
是 病毒 感染 力 的 主要 基础 ， 但 是 蛋白 质 仍然 起 一 定 的 作用 ， 第 称 


这 些 蛋白质 为 内 在 蛋 和 白质。Lippincottc“ 最 近 研 究 TMV- - 


RNA 的 感染 性 ， 也 认为 对 病毒 蛋白 质 的 作用 仍 需 进 一 步 加 以 探 
时 ， a hee | 
BUEDLME, BRIA MEME RNA 低 感染 力 的 原因 作出 


结论 。 在 某 些 情况 下 ， 若 二 病毒 是 粒 中 的 感染 性 RNA 可 能 未 被 


A MBULI SIC MUI RNase 的 作用 以 及 和 胞 的 生理 状态 对 RNA 
“的 感染 可 能 有 一 定 的 影响 ;在 另 一 方面 ,需要 进行 很 多 实验 以 关 明 
RNA 感 荣 性 的 实质 ， 如 病毒 RNA 的 分 子 糙 构 和 构 型 ， 以 及 


RNA 与 别 的 物质 (特别 是 与 氨基 酸 或 蛋白 质 ) AA RNA 感 


染 性 的 关系 。 在 未 能 解决 这 一 问题 以 前 ， 我 们 在 进行 感染 性 病毒 
RNA 的 研究 中 所 下 的 车 论 , 正 如 Holland 420591 所 指出 , 必须 采 
取 审 异 的 态度 。 因 为 实际 上 ,在 目前 所 能 获得 的 最 纯净 病毒 RNA 
制剂 中 ,其 芙 正 具有 感染 性 的 成 分 常 不 到 19%5。 

但 是 可 以 认为 感染 性 核酸 ，RNA 或 DNA ， 确 是 病毒 感染 性 
的 主要 物质 ,因为 单 狐 病 毒 的 蛋白 质 部 分 是 不 具 感 染 人 性 的 。 


三 、 感 染 性 核酸 和 病毒 的 遗传 .变异 的 关系 
(—) 感染 性 核糖 核酸 及 其 所 合成 的 病毒 与 原 毒 株 生 物 活性 


的 差异 ”一 般 认为 RNA 和 DNA 都 带 有 址 传 信息 。 如 果 病 毒 


RNA sis Sse A Hei, RNA (bee RNA nap 
I aH 


Doukiten, nae kiuedeuaer a sens 
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PRAY AY Ri AY by ASE 


Wiis Ba ERR aes 
— B0~8837 BOM MLB EH Fi EK 0/6- ! 0/5 
2 .时 Ee 877 eae 
4 时 po 6/11 1/8 
6 时 » 11/123 6/12 
8 时 » 12/15 _ 4/9 
18~ 24h ” 4/20 8/28 
2 ” 0/8 4 1/3 
5~7 RK. ” 1/5 1/4 


不 少 实验 证 明 用 病毒 的 RNA RES RSLS, BR 
生成 的 子 代 病 毒 具 有 与 原来 病毒 相似 的 抗原 性 ， 可 被 原来 病毒 的 
抗 血清 所 中 和 (Brown 4°93; Anderson 和 Ada5]; Mountain © 
和 Alexanderr)。 但 是 有 些 病毒 的 RNA XA Be EH 
El Ue EERE BY 

De Somer 43°") 42-42-75 RH Ik BRA 1 WHR RNA 对 猴 4 
PAMIOIEIORR » SERIE BEA BREN 0.01%, 但 是 却 能 能 国 
IN ERS ASL, FEAR, Moun- 国 
tain 和 Alexander‘! 报告 ,用 300~4,000 TELSTAR 国 
白质 类 工 型 病毒 RNA 接种 7~8 KAS FRU a Ze 国 
羊膜 、 胚 胎 及 羊水 中 均 有 病毒 合成 。 但 是 新 合成 的 病毒 仍 保留 原 量 
病毒 对 鸡 肽 的 不 易 感 性 ( 表 4 )。 


£4 FMKERAAS RNA HERRERO 


悬 液 产 生 空 班 的 能 力 


鸡 孜 感染 时 间 Zw WW HX 


注 : DHE RTS ORL, Ey FA EEE OM o 


Holland (5% 573 也 观察 到 兰 髓 灰白 质 炎 I BERNA WT 
感染 原来 不 易 感 的 多 种 翘 胞 及 动物 。 如 更 释 灯 母 租 胞 、 工 株 小 自 
GE AA, FALSE A, FE ALR 
AOE. 1S RL DS HEB ESE 

在 植物 病毒 方面 Gordon 和 Smith) ewe HI — PRI 
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花 叶 病毒 RNA 具有 上 比 原 病毒 较 广 的 感染 范围 

但 是 另 一 方面 ，Portocala 等 5 9) 观察 到 , 便 从 一 株 在 实验 
室 中 焰 鸡 胚 多 次 传代 的 甲 型 流感 病毒 提出 感染 性 RNA， 虽 然 可 
以 感染 鸡 胚 , 但 感染 后 所 合成 的 子 代 病 毒 感染 力 志 原 毒 株 为 低 , 同 
时 子 代 病 毒 的 血 凝 性 质 较 接近 于 初 从 人 分 离 的 原 毒 株 而 与 实验 室 
中 多 次 传代 株 差别 较 大 。 


Maassabreel 也 分 离 得 甲 型 流感 病毒 的 感染 性 RNA, 但 这 种 


核酸 不 能 感染 对 流感 病毒 易 感 的 鸡 有 耳 ,只 能 感染 鸡 寡 攻 胞 培养 。 感 


染 后 在 鸡 展 壮 胞 上 繁殖 的 病毒 通过 鸡 胚 羊 膜 腔 传 代 后 感染 清 度 仍 ， 


很 低 , 只 有 2.0 卫 IDs。( 对 数 )/ 毫 升 左 右 ， 在 鸡 愉 竹 胞 繁殖 时 则 可 
达 5.3 对 数 。 

Mayer 等 C3 报告 ,从 入 噬菌体 提取 到 的 DNA, BAT Oey 
染 大 肠 杆菌 的 原 浆 胞 培养 ,但 是 却 不 能 感染 完整 的 大 肠 杆菌 。 

我 们 观察 到 乙 型 脑 炎 RNA 对 鸡 胚胎 的 感染 力 似乎 比 原 毒 株 
低 。 用 相当 大 量 (6.5LD:。 对 数 ， 以 小 白鼠 脑 内 渗 度 为 标准 ) 的 
RNA 接种 鸡 肽 时 ,也 不 易 引 起 100% 的 感染 。 

分 析 前 一 种 情况 ， 病 毒 RNA 有 着 较 广 的 宿主 感染 范围 是 可 
以 理解 的 ,因为 RNA 可 能 直接 闯 大 帮 胞 内 引起 感染 ,而 病毒 是 粒 
则 需 先 沟 病 毒 与 细胞 问 的 某 种 亲 和 作 用 例如 某 种 硼 胞 受 体 或 特异 
性 酶 的 作用 后 ， 始 能 得 到 机 会 将 其 RNA 注入 普 胞 。 对 后 一 种 情 
驶 ,可 能 假定 :(1) 若 干 病 毒 RNA 在 提取 时 容易 改变 其 性 质 , 或 (2) 
它们 需要 某 种 特殊 性 辅助 物质 共同 作用 始 能 充分 表现 其 感染 性 ， 
在 提取 时 这 些 物 质 大 部 遭受 损失 〈 关 于 这 些 问题 已 在 上 面 加 以 讨 
论 )。 在 适宜 的 和 胞 内 ， 可 以 供应 一 部 分 这 种 物质 ; ZEB LEA 
内 ,虽然 也 可 能 存在 着 类 似 的 物质 ,因此 也 可 以 引起 一 定 程 度 的 感 
桨 ,但 是 在 这 种 情况 下 ,所 合成 的 病毒 可 能 是 异常 的 ， 如 在 Maas- 
sab 的 实验 。 如 果 第 一 种 假定 合乎 实际 情况 ,病毒 RNA 完全 决定 
病毒 的 遗传 和 变异 的 观点 仍 是 巩固 的 ,如 果 是 第 二 种 假定 , 便 需 要 
重新 考虑 这 个 问题 。 

当 病 毒 RNA 在 宿主 和 胞 内 引起 正常 感染 时 ， 所 合成 的 病毒 
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人 
ks, Fi 34. ise : 
ee ¥ se 
CURR LAR RURAL. T_LGRSLA . 
#54, Brown 等 21 Uae 7 RMR RNA 所 合成 | 
ia 15 AS ee, Papaevangelon #7 Youngner'*] 报告 ` 
. DAP BEIR EB Re ORCS HR RNA ,所 合成 的 子 代 病 毒 仍 是 了 
有 耐 热 性 的 。 4 
特别 有 趣 的 是 Gerber 和 Kirschstein Agate, 他们 用 3 
MAAKMREPEOPRRE RARER j 
第 1 pk( Mahoney ) 一 一 对 猴子 致 病 性 很 高 ; 
第 2 BR LSa—— XB BABE 
第 3 株 LSc 一 一 对 小 白鼠 无 致 病 性 ， 对 猴子 至 病 性 很 低 。 
烙 果 各 株 病 毒 的 RNA 及 其 合成 的 病毒 在 36"0 和 40?*0 条 件 
下 培养 时 的 繁殖 fs Ht ee RRS He BOR 5)。 


R5 AME MH IRE 病毒 株 及 其 RNA WOT GOO 


a a ee ee 
(log PFU /0.22F+) 


36°C 40°C 


ee A 
并 ey . 
a 
e 
‘ 
apy 
q 网 
t 
加 
EY 


” eats sa, ed re 4 Ness on 帮 x. pie Sis mw 


a o£ 栋 HOOF 


ia aa 7.25 7.22 
Mahoney RNA 2.9 2.88 
i RNA ARB FET a4 3.14 


病 = 7.2 Ey Al 
LSa RNA 2.8 1.3 


4 *。 | RNA SEE FeR 站 * 


—— ee ee a oe se eo. Slee 
—_ * +S I y 


a fe 一 人 


LSc RNA 3.17 0 

RNA ABET 2.90 一 
iin RMNRAR o a 
| BUELL Dia RNA ea Bee 
了 毒 株 的 遗传 性 ， 但 是 它 可 能 容易 改变 而 引起 病毒 的 变 腊 。 关 于 量 
. 这 一 点 ，Gierer 和 Mundryc2] 和 Boeylet2 用 亚 确 酸 处 理工 MY 
AAP eK AR RIE RNA, ZR TAH, BERGE, Am 
Bawden!*°l4> xX} ix — 
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。” 毒 株 可 能 是 起 淘汰 作用 而 非 引 起 变异 。 看 求 ，Bawden 的 看 法 仍 


tend Sanaa etal 
传 性 和 变异 方面 的 作用 。 
(=) 不 同 壹 株 核 酸 千 构 的 差异 及 其 sme AHN 09 系 


为 了 深 太 了 解 核酸 与 病毒 遗传 变异 的 关系 ， 必 须 进 一 步 了 解 不 同 


毒 株 核酸 的 分 子 结 构 有 何 差异 。$chaiter 等 "分 析 三 个 不 同型 
答 髓 灰白 质 炎 病毒 的 核 碱 成 分 ,苦果 疹 髓 灰白 质 炎 病毒 RNA 的 核 


碱 成 分 虽然 与 TMV 及 宿主 外 胞 RNA 有 明显 差异 ， 但 是 三 株 相 


互 间 看 不 到 有 什么 不 同 ( 表 6)。. 
#6 ZMAMKERABK RNA By We Ea 0999 
碱 shana 
35 te: DOA EL AA HY. | 
x U C 

Mahoney | 0.99+0.04 | 1.14-+0.02 | 1.00+0.03 | 0.87 土 0.02 
MEF, 0.93+0.02 | 1.15+0.02 | 1.02+0.03 | 0.90+0.01 
Saukett 0.98+0.02 | 1.12+0.02 | 1.05-+0.03 | 0.87-+0.01 
三 栋 平 均 0.96+0.04 | 1.14-+0.02 | 1.01-+0.03 | 0.88-+0.04 
TMV 0.76+0.015 | 0.89+0.015 | 0.90+0.024 | 1.51+0.018 
HeLa gang 3 149. 0.69 0.78 1.04 


因此 多 数 作者 同意 这 种 假设 : 同类 型 病毒 RNA Wye AY 
PTW BES, Aik ey ete RNA 分 子 上 排列 位 置 
的 改变 始 产生 株 ( 也 可 能 是 型 ) 的 差别 。 但 是 目前 要 了 解 RNA 大 
分 子 中 各 核 苷 酸 的 排列 位 置 在 技术 上 十 分 困难 ， 因 此 有 人 想 出 一 
种 间接 的 方法 。 根 据 目 前 对 蛋白 质 合成 的 理论 : RNA( 或 DNA) 
分 子 中 核 背 酸 的 排列 位 置 决定 其 相关 蛋白 质 分 子 中 各 氨基 酸 在 合 


成 时 的 排列 位 置 ， 一 般 认为 ，2~.3 个 核 苷 酸 排列 在 一 起 通过 直接 


吸引 决定 工人 个 肛 基 酸 的 排列 位 置 一 一 密码 假 襄 或 模板 作用 ， 那 么 
一 切 病 毒 ( 或 普 胞 ) 的 RNA (ak DN A ID) 的 结构 与 其 相关 的 蛋白 分 
子 中 所 基 酸 的 排列 应 有 共通 规律 性 。 因 此 ， 上 比较 地 研究 数 种 蛋白 
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8 ASSAD Gene ee 
RNA 分 子 的 结构 。 

Yéaslt9) 假定 ， 在 RNA 核 昔 酸 密码 不 重合 的 情况 下 ， 任 取 4 
二 种 病毒 进行 比较 ， 第 一 种 病毒 蛋白 质 中 氨基 酸 含量 与 第 二 种 病 
毒 氨基 酸 合 量 的 差异 如 以 克 分 子 分 数 表 示 ， 便 应 当 等 于 两 种 病毒 是 
Ber RNA 所 含 核 背 酸 量 的 差异 的 克 分 子 分 数 ， 即 Anf/da=1 
( 式 中 An 为 核 背 酸 差异 的 克 分 子 分 数 ，4a 为 氨基 酸 差 异 的 克 分 
子 分 数 ) ,除非 蛋白 质 分 子 中 氨基 酸 的 取代 可 决定 于 二 粗 以 上 不 同 。 
排列 的 核 苷 酸 组 〈 但 在 这 种 情况 下 核 音 酸 组 便 失 去 其 作为 密码 的 
意义 )。 他 分 析 5 株 植 物 病毒 和 一 株 知 髓 灰白 质 类 病毒 的 RNA 和 时 
蛋白 质 , HRB SBM, TBS, COV, TMV, TYV PVE HR 是 
病毒 中 ， 如 以 TYV 为 标准 ， 假定 其 An/4a=1, (EAA PV 和 
SBM Bar 1 (RIA 1:09, 后 者 为 0.95)， 其 余 的 相差 甚 远 。 
但 是 TYV 的 RNA 中 胞 核 苷 酸 含 量 比 这 二 种 病毒 多 ， 同 时 所 含 
的 异 白 氨 酸 、 禹 氨 酸 、 苏 氨 酸 和 膊 氨 酸 的 量 也 较 高 。 由 此 看 来 , 单 
独 由 于 胞 核 昔 酸 含量 的 差别 即 可 影响 至 少 4 种 氨基 酸 的 取代 ， 在 
理论 上 不 易 解释 。 因 此 傈 未 能 证 明 核 酸 结 构 怎 样 决定 蛋 自 质 的 精 
构 , 也 未 能 借 此 了 解 核酸 分 子 的 排列 情况 。 读 作者 认为 病毒 RNA 
本 身 可 能 不 含有 完整 的 遗传 信息 ， 其 中 的 一 部 分 可 能 决定 于 宿主 
方面 。 这 种 见解 和 上 女 对 Maassab 的 流感 RNA RUMP Sc Bh Ay 
分 析 一 致 。 但 是 必须 指出 ,如果 这 种 假 襄 正 确 , 对 病毒 的 遗传 起 主 ， 
导 作用 的 仍 在 病毒 RNA 方面 ,而 宿主 起 辅助 作用 ,因为 合成 的 新 “ 
物质 是 属于 病毒 的 物质 。 

Reddics JH 2 EMS FIKE SE — BA AS ME AE OK fel ty TMV 毒 株 
(TMV,HR,M 和 YA %) ,看 到 其 低 核 苷 酸 的 粗 分 不 同 ， 当 然 还 
远 未 能 反 过 来 襄 明 这 些 毒 株 的 RNA 分 子 结 构 或 各 核 昔 酸 的 排列 
KEG EA A ER. : 
Woody 等 ce 分析 若 于 用 亚 确 酸 处 理 的 TMYV 变 株 , 看 到 其 
RASTA JSS KT Bes ese, Wittman“ pty 26 HA LG 
导 的 和 自然 存在 的 TMYV FRMSKMREB NM, BRE PS 


人 


。” 乎 毒 株 的 臻 病 性 存在 着 相当 大 的 差别 ， 但 是 其 氨基 酸 组 成 没有 明 
” 显 差异 。 分 析 二 个 野 毒 标的 多 肽 组 成 则 有 一 定 差 异 (RARE 
_ 诈 明 这 种 差异 与 其 核 苷 酸 结 构 有 何 直接 关系 。 

Wittman 认为 ,可 能 在 RNA 分 子 上 只 有 一 小 段 (一 般 称 为 
“核心 ") 起 着 密码 作用 ,必须 改变 此 核心 部 分 的 核 背 酸 组 成 始 能 引 


起 相应 的 蛋 自 质 糙 构 的 改变 。 毫 无 疑 间 ， 不 同 毒 株 的 核酸 及 其 蛋 
白质 的 分 子 烙 构 必 有 差异 ， 但 是 目前 还 没有 足够 的 大 料 足 供 襄 明 
| 病毒 核酸 烙 构 的 差异 为 直接 决定 蛋白 质 千 构 的 唯一 条 件 。 此 外 ， 
在 研究 病毒 的 核酸 及 蛋白 质 糙 构 时 ， 还 撩 注意 在 病毒 制剂 中 可 能 
有 混合 株 的 存在 。 在 这 种 情 部 下 ， 必 需 先 获得 纯 株 用 以 进行 化 学 
分 析 , 始 能 确定 蛋白 质 和 核酸 两 者 辣 构 上 的 关系 。 
最 近 根 据 Lengyel 等 cs] 和 Martin FHA, 人 工 合成 
的 多 京 核 昔 酸 对 不 同 氨 基 酸 的 井 合 到 蛋白 质 中 似乎 起 着 特异 性 作 
用。 这 些 研究 灶 果 使 蛋白 质 一 核酸 分 子 千 构 之 间 的 相互 关系 的 
研究 向 前 推进 了 一 步 ， 但 是 告 难 用 这 种 现象 关 明 病毒 核酸 与 病毒 
蛋 自 质 在 生物 合成 过 程 中 的 相互 关系 ， 以 及 病毒 核酸 对 病毒 蛋白 
质 车 构 的 影响 。 这 些 问 题 , 仍 待 进一步 研究 。 
除了 注意 研究 4 个 核 音 酸 的 排列 外 ， 研 究 其 他 所 狂欢 要 核 并 
酸 的 存在 可 能 有 一 定 意义 。 Litman 和 Pardeete5 用 5- 溴 尿 喀 呈 
取代 噬菌体 的 胸腺 喀 吓 全 获得 高 比例 的 变异 株 ， 但 是 当 将 新 株 继 
BUG, BB] 5- 溴 尿 喀 啶 重新 被 胸 喀 啶 所 取代 ， 而 仍 保留 新 株 
的 特性 。 是 否 在 5- 溴 尿 喀 啶 取代 时 ,产生 了 异常 合成 , 此 时 DNA 
| 分 子 获得 或 失去 某 种 欢 要 核 苷 酸 ,因此 产生 变异 。 
Mandel 和 Borekcee 看 到 , 当 大 肠 杆菌 在 蛋氨酸 缺乏 时 ,所 合 
成 RNA 的 4 个 核 音 酸 在 量 及 比例 方面 均 不 变 ， 但 是 合成 了 一 些 
甲 基 化 核 硫 (如 2- 甲 基 - 腺 苷 等 )。 在 病毒 感染 时 翻 胞 内 是 否 也 合 
TBO OR PAT IM DUPE AE 
RL, BEE BUTE ZONED TDL et eee EE 
遗传 狂 变异 性 的 主要 物质 。 
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四 、 病 毒 感染 与 宿主 租 胞 内 的 核酸 代谢 
(一 ) 病毒 感染 对 条 胞 核酸 的 含量 和 租 成 的 影响 BE 和 


aa 


Nildepliinephipiibaipedatdiehidinselc iter: 
的 生物 合成 机 制 等 问题 。 
Ackermann 等 5 报告 ,用 知 骼 灰白 质 炎 病毒 感染 HeLa HU 
Ja 6A AWS RNA 总 量 增加 了 一 倍 什 ,但 其 中 各 核 昔 酸 的 此 | 
例 不 变 。 用 超速 离心 沉淀 证 明 这 些 增加 的 RNA 与 病毒 本 身 无 关 ， 
该 作者 认为 这 是 由 于 感染 后 糊 胞 不 正常 生长 之 故 。 
Ginsberg 和 Dizon 报告 ，APOC 病毒 感 吕 Hela $a HJ q 


GRAMS RNA 总 量 增加 了 25%, DNA HN T 81 ~ 560%, 


蛋白 质 增加 了 587%, 同样 只 有 少量 DNA BRT eA 
Green 和 Daesch" 对 APC 病毒 的 研究 也 看 到 同样 情况 。 | 

另 一 方面 ，Salziman 0 BB), MRA RI 
Hela #1, AGA RNA 和 DNA 的 含量 即 停止 增加 ,在 感染 
后 6 小 时 反而 有 所 降低 。 此 时 硒 胞 对 胞 核 苷 -C ”的 利用 达 降 低 。 


_Rothstein 和 Manson5 也 有 类 似 报 告 ,他 们 观察 到 ,在 知 散 灰白 


质 炎 病毒 感染 后 , 瑟 eLa 条 胞 对 上 ”的 利用 率 有 明显 降低 。 他 们 认 


”为 病毒 感染 可 能 抑制 了 普 胞 内 核酸 的 正常 合成 ， 受 染 竹 胞 可 能 失 


去 自己 原来 的 活力 。 | 
但 是 Martin 等 5s9] 报告 ， 脑 心肌 炎 病 毒 在 Kreds II 株 小 鼠 
腹水 瘤 狂 胞 内 繁殖 时 虽 不 引起 攻 胞 内 的 RNA,DNA 和 蛋白质 总 
合 量 的 任何 变化 ， 但 在 感染 的 前 几 小 时 内 看 到 条 胞 对 乳 清 酸 -O8# 
AoA AeA BA SO, FA APE RA, 
AIGA WME AVE A i PES Te AM No PY BET A 
i, Hershey 和 Chasel*] Wee FIwe Hi ts Ree SAME APSR 
成 了 SHOP Meme, FERIA i BBA ERED A He Ze 
SUIS aM TH AS EB, Rafelsoni™*) 报告 如 果 将 活 的 
Fae TT 9 BH CS FETE PPS IA LE REESE, FEI RNA, 


iD = 


5 2 SC Se 


sn i 
“Sy a 5 
人 AS i+ i¢ ; 


UREA MLA RNA 含量 并 无 明显 差别 ， 但 是 当 用 
”了 OCTEOLA 崔 灯 作 柱 层 离 时 ,观察 到 正常 租 和 的 和 接种 灭 活 病 毒 
”的 硼 徐 RNA 各 部 分 光 密 度 曲 完 全 相同 ,用 活 病毒 感染 的 组 积 在 


”第 29 和 201 部 分 各 有 一 高 峰 而 正常 的 没有 ， 但 正常 的 在 第 66 和 


116 部 分 有 高 峰 而 受 染 的 没有 (图 4)。 在 各 相同 部 分 中 RNA 的 
核 碱 成 分 基本 上 相同 。 如 在 培养 液 中 加 入 甘氨酸 -1-0"* ,病毒 感染 
的 烙 果 阻止 同位 素 渗 大 到 第 4 个 高 峰 中 。 这 个 实验 说 明 , 受 桨 普 胞 

内 RNA 的 总 含量 虽 无 明显 改变 ,但 是 在 RNA 的 粗 分 方面 与 正 党 

情况 有 所 不 同 。 这 无 疑 是 由 于 新 病毒 核酸 合成 的 烙 果 。 

(=) 合成 病毒 核酸 的 基础 材料 Evans 1954 年 指出 大 肠 


杆菌 噬菌体 的 DNA 除了 一 小 部 分 从 竹 菌 的 DNA 转化 以 外 , 大 


部 分 直接 从 培养 基 合 成 。 
Salzman 等 es 报告， 在 疹 髓 灰白 质 炎 病毒 感染 时 ， 竹 胞 原来 
的 RNA 受 到 破坏 ,但 该 作者 (1961) 双 报告 ， 如 用 尿 核 昔 -2-O# 和 
” 腺 叮 啥 -8-02# 加 到 引 胞 培养 中 ， 于 4 小 时 后 看 到 同位 素 分 别 并 合 
BFE yA RNA 的 尿 喀 喧 和 腺 味 哈 。 如 在 加 大同 位 素 4 ， 
小 时 后 再 感染 以 奉 风 灰 白质 类 病 毒 , 于 感染 后 6 一 9 小 时 看 到 和 胞 
内 酸 洲 性 核 苷 酸 库 的 放射 性 比 其 RNA 的 高 3 一 6 倍 ， 同 时 间 内 
所 合成 的 病毒 RNA 的 比 活性 与 核 昔 酸 库 相 似 。 访 作者 认为 病毒 
RNA AMARA MIG RNA 合成 而 是 从 核 苷 酸 库 合 成 。Arnoff 
”和 Rafelson (1959) 用 lm 2ehh ROEM HMM RBIS TE 
WS Fy Pe, 然后 感染 流感 病毒 , REREAD SENG AL, BEB 

ig BEY BOG 5 AUR IE. 
} 但 是 Diamond 和 Ballc9 报 告 ,如 果 在 春 髓 灰白 质 类 病毒 感染 
HeLa iA 2 小 时 在 培养 基 中 加 大 十 氨 酸 -1-O*， 则 病毒 RNA 
的 饲 便 嘎 哈 和 腺 味 喻 比 活性 高 于 对 照 。 如 感染 后 2 小 时 加 大 同位 
素 , 则 病毒 RNA 的 岛 便 嘎 啥 比 活性 只 有 对 照 的 15 筷 ， 而 腺 吗 险 
为 其 对 照 的 55~75 纪 。 病 毒 对 两 种 味 叭 需要 量 相同 ,因此 ,一 部 分 
Ry Ark AULT, BPE a WY AE Te Be IT 
胞 的 RNA 转 化 。 和 宿主 RNA 部 分 物质 可 能 转 丰 酸 溶性 核 昔 酸 库 。 
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图 4 Dit RRS RE RE RNA 


等 5 用 胸腺 核 背 -H" 和 和 牛 总 病毒 同时 加 到 和 帮 胞 培养 中 ， 壮 胞 立即 
停止 自身 DNA 的 合 艳 。 同 位 素 并 合 到 病毒 的 DNA 中 在 感染 后 
6 小 时 达到 最 高 ,如 将 同位 素 加 到 正常 秋 胞 ,在 S~13 时 后 并 合 量 
始 达到 最 高 。 从 病毒 DNA 与 细胞 DNA 对 H* 利用 速达 看 来 ， 
作者 认为 ,病毒 DNA AEA DNA 合成 的 。 

在 APC 病毒 方面 ，Green 和 Daesch' 报告 受 染 普 胞 虽 停 
Iba {AE RARE A A at BR, DNA 和 RNA 的 含 


Kk, FSSA a EMT, i DNA Jone 


BB, CUFRUA kee DNA 与 病毒 繁殖 有 关 。 
Ginsberg 和 Dixonce9 用 蚁 酸 盐 -C* 和 Ps 和 APC 病毒 同 
时 接种 HeLa 条 胞 ,观察 到 同位 素 霸 合 到 病毒 DNA Awl 


ASM DNA 中 的 量 高 得 多 。 但 是 如 果 同 位 素 在 病毒 感染 前 一 


些 时 候 加 大 , 则 病毒 DNA 中 同位 素 含 量 比 前 一 种 情况 仅 低 10 一 
20 多 。 可 见 病毒 DNA 可 以 从 先 沟 用 同位 素 标 志 的 狂 胞 内 的 DNA 
前 身 合 成 , 少 部 分 从 未 标志 的 培养 基 中 物质 合成 。 

由 此 看 来 ,病毒 的 核酸 一 DNA 及 RNA 大 部 分 可 能 从 狂 
胞 中 核酸 前 身 一 一 核 苷 酸 库 合 成 , 较 小 部 分 直接 从 培养 基 合 成 。 但 
是 不 同类 型 的 病毒 可 能 还 有 差别 ， 是 否 可 能 有 一 部 分 从 宿主 租 胞 
的 核酸 转化 倚 需 加 以 探讨 。 

(=) 受 染 胃 胞 内 病毒 核酸 和 蛋白 质 生 物 合成 的 相互 关系 
目前 生物 化 学 家 在 言论 到 核酸 及 蛋白 质 的 生物 合 碟 时 , 常 以 Wat- 
son—Crick'" rte ttt DNA WHEW HR KE, Yoo DNA 
可 以 由 DNA Sy ssi sok — 2 Hy MS ee AY WR A AR | TL HE 
复制 。 其 后 观察 到 病毒 RNA ARIVEAPHE A MONE A, A 
此 认为 RNA 本 身 也 可 以 进行 复制 并 复制 蛋白 质 。 因 此 DNA & 
RNA 都 带 着 址 传 信息 。 


病毒 的 DNA 或 RNA 可 以 引起 感染 的 事实 也 支持 这 种 学 


髋 ;同时 根据 上 面 提 到 若干 作者 的 报告 , TMV REPRE AR ARG 
毒 等 的 感染 性 RNA 的 生成 比 完整 病毒 雯 早 。 看 来 RNA 先进 行 
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在 含 DNA 的 病毒 方面 也 有 与 前 述 实 验 相 类 似 的 材料 。Magee 


复制 然后 合成 完整 病毒 的 蛋白 质 。 但 Darnell 和 Levingtowt 用 是 
L- 额 氨 酸 -0+ 进 行 试 验 ， 观 察 到 同位 素 井 合 到 奉 懂 灰白 质 类 病毒 刚 | 
蛋白 质 的 时 刻 是 在 病毒 颗粒 开始 成 熟 的 时 候 ， 即 在 感染 后 两 个 咎 时 
小 时 。 其 后 Darnell 等 2 用 腺 核 音 -8-0" 进 行 试验 ， 观 察 到 虽然 恒 
同位 素 标志 的 病毒 RNA 的 合成 在 完整 病毒 全 部 合成 之 前 钓 1 小国 
时 完成 的 ， 但 是 RNA 和 病毒 蛋白 质 的 合成 几乎 都 同时 开始 ， 而 量 
蛋白 质 在 头 几 小 时 内 的 合成 速率 较 RNA 快 。 鼓 作者 在 告 论 中 认 国 
为 ,根据 每 一 个 春 懂 灰白 质 类 病毒 蛋白 质 分 子 中 包 有 60 个 亚 基 而 
只 有 一 个 RNA 单位 (Finch 和 Klug]; Horne 和 Naging- © 
tont*?; Boeyer23) 的 情况 看 来 ,如 果 这 一 个 RNA 分 子 要 复制 60 国 
个 蛋白 质 分 子 ,病毒 蛋白 质 的 合成 便 须 沟 过 一 个 相当 长 的 迟 克 期 ， 国 
这 和 两 者 差不多 都 在 同时 间 开 始 合成 的 情况 不 相符 合 。 另 一 方面 ，， 
根据 Crick 和 Watson”) 计算 ， 即 使 在 结构 较 简 单 的 植物 病毒 ， 
核 苷 酸 和 氨基 酸 的 比例 也 很 大 ， 例 如 在 TMV， 每 寺 个 氨基 酸 有 
50 个 核 背 酸 。 很 难 解释 这 和 多 核 音 酸 的 具体 作用 。 

除 此 以 外 ， 有 些 报告 届 明 ， 兰 懂 灰 白质 类 病毒 蛋白 质 和 病毒 】 
RNA 可 能 在 普 胞 内 不 同位 置 上 合成 。 如 LeBrun (1957) 用 营 光 
抗体 证 明 ,该 病毒 抗 元 物质 在 感染 后 1 小 时 即 出 现 于 胞 浆 内 ,而 根 呈 
据 RNA 均 在 胞 核 内 合成 的 见解 (Brachetc25) ,那么 两 者 的 合成 位 
置 不 同 ,合成 的 时 间 双 几乎 同时 开始 ,这 样 要 解释 病毒 RNA 对 蛋 
白质 合成 的 直接 控制 ， 傈 有 困难 。 另 一 困难 解释 的 是 ， 根 据 Le- — 
dinko 5s2 s2] 的 报告， 在 ploflavine AVE PF, SERRA 
类 病毒 感染 的 翘 胞 可 以 继续 产生 抗 元 物质 ， 但 是 不 能 合成 感染 性 
RNA 。 这 些 问 题 消 待 进一步 关 明 。 4 

Oontreras 等 5] Fi] J PP YETTA, WRAP AAI 
ERY SK (在 雾 时 ) 大 量 井 合 到 蛋白 质 中 (在 雳 时 
已 达 对 照 的 206 儿 ,在 30 分 钟 时 达 116%) ,而 在 感染 后 30 分钟 时 一 
始 大 量 大 合 到 RNA 中 (在 0 时 达 对 照 的 110 卿 , 在 30 分 钟 时 达 对 
照 的 2329)( 表 7)。 访 作者 分 离 受 桨 粗 胞 的 蛋白 质 得 到 游 于 酸 、 毛 
仿 息 醇 的 磷脂 多 肽 及 不 溶性 的 磷 肝 二 种 物质 。 前 者 在 雳 时 的 量 
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比 对 照 高 10 倍 但 是 比 活 性 很 低 , 后 者 虽然 只 增加 2~3 HG 
有 很 高 的 比 活性 。 这 些 作者 (1961) 继 续 观 察 到 磷 须 的 合成 在 受 大 
bak ARR RW MIA AR ec RNA, 同时 如 用 氧 
Fe IVE A A, ER A il TSE RNA 的 合成 。 
MPA U Awe TAA RNA 的 前 驱 物 质 ， 这 或 者 是 由 于 它 
含有 高 能 量 或 者 为 一 种 与 合成 RNA 有 关 的 酶 。 

Wecker 和 Sechonnert%s] 报 告 ， 即 使 在 病毒 RNA 已 开始 合 
成 以 后 加 入 对 位 氟 葵 代 丙 氨 酸 也 可 抑制 西方 马 脑 类 病毒 RNA 的 
合成 。 利 用 对 葵 代 两 氨 酸 -CO7" 进 行 武 验 , 观 罕 到 这 种 物质 自身 可 
卉 合 到 和 蛋白质 中 ， 而 影响 了 葵 代 玲 氨 酸 的 正 党 结合 ,因此 间接 影响 
T RNA 的 合成 。 

在 噬菌体 方面 ,Burton5?] 和 Hershey 和 Melechen!*°1 yxy xe 
到 , 受 染 和 菌 体内 某 些 蛋白 质 的 生成 为 合成 噬菌体 DNA 所 需 , 然 
不 大 以 继续 。 因 为 如 在 噬菌体 感染 后 10 分 钟 时 始 加 入 氯 堆 素 以 
抑制 蛋白 质 的 继续 合成 ，DNA 的 合成 仍 可 进行 (Tomizawa 和 
Simakawa't]), Flaks 等 3 和 Zimmerman 4°18] a AY Ke JH 
AT Bela BEL TAS) Eo NC CR Bl TA PS 8 LE ES BG HF SE 
Wo 

当然 ， 病 毒 核酸 感染 如 何 引起 这 些 与 核酸 合成 有 关 的 蛋白 质 


ee 
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- 整 病毒 | 有 nice 


“类 病毒 的 繁殖 则 影响 不 太 ， 但 是 即使 用 较 低 波 度 的 上 述 药剂 也 能 
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能 在 病毒 核酸 (RNA a DNA ) 的 激发 和 作用 下 ,催化 了 下 
ce TRS EE A A Re CSI — Be 
蛋白 质 或 核 蛋 白质 开始 合成 ), 在 后 者 的 作用 下 , 才 开 始 病毒 核酸 
和 病毒 蛋 自 质 的 合成 。 在 这 个 过 程 中 ,病毒 核酸 仍 起 主导 作用 ,未 | 
但 在 于 它 激发 反应 ， 同 时 在 于 它 传递 遗传 性 质 ， 合 成 了 特异 性 的 
蛋白 质 和 核酸 自身 (在 这 方面 Stent") 也 认为 遗传 信息 先 传递 答 
原来 不 敏感 的 蛋白 质 或 核 蛋 白质 ， 然 后 这 些 蛋白 质 成 为 合成 新 看 
SRRAR NRE). & Sess 
完整 的 病毒 在 此 以 前 感染 性 核酸 可 能 游离 存在 ， 合 


蛋 自 糙 合 为 不 完整 的 千 构 。 但 是 关于 这 些 假 疏 的 可 能 性 ， 还 需要 
做 更 多 的 实验 来 证 实 。 

至 于 DNA 和 RNA 相互 关 在 合 记过 程 中 所 起 的 作用 如 何 何 是 
Hit, Uy DNA 控制 遗传 信息 井 控制 RNA WAR, 1 
是 在 病毒 方面 的 研究 ，8Simonr*?] 用 氨基 蝶 吟 (aminopterin) 和 © 
5- 扎 尿 喀 啶 抑制 HeLa aya Py DNA 的 合成 , 烙 果 并 未 影响 春 散 灰 
白质 类 病毒 ( 含 RNA 的 病毒 ) 在 也 seLa 笨 胞 内 的 正常 繁殖 。 因 此 可 ， 
以 认为 至 少 不 是 所 有 的 病毒 RNA 的 合成 均 与 DNA 有 密切 关系 。 

另 一 方面 , Tamm 等 7 报告 , 5, 6- 二 氧 -1-B-D- 核 氧 伍 
糖 邻 苯 并 咪唑 (5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosyl benzinida- — 
zole) FY $0 fil RSI RE RE WE WRK SO“ FE ABI RNA 中 及 抑 ， 
制 将 Ltt R-OM HE: A BE SP, AERA PR 


AAM ATI (A DNA 病毒 ) TELIA PH, FF 
RNase 44 87) fil Fig 2 Bee we OPA DNA eS 
PS BFE q 

Kaplan 和 Ben-Porat5s7 观 察 到 5- SRR MME FEA BE 
RAMP RNA DFE, AM T MR DNA 的 正常 合 时 
成 功能 。 但 是 如 果 再 用 假 性 狂犬 病毒 感染 竹 胞 ， 由 于 病毒 RNA 旺 
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的 合成 ,使 DNA 的 合成 也 重新 恢复 。 由 此 可 能 得 到 另 一 假 襄 : 根 


据 病 毒 的 繁殖 看 来 RNA 为 DNA 的 合成 与 RNA 有 密切 关系 。 
虽然 如 此 ， 关 于 DNA 与 RNA 生物 合成 的 相互 关系 ， 何 需 进 一 
步 研究 ,目前 还 难 下 任何 辕 论 。 

， 在 总 结 这 -篇 文章 的 时 候 仍然 应 该 着 重 指出 ， 虽 然 感染 性 村 
酸 无 疑 是 病毒 感染 性 .遗传 信 和 变异 性 的 主要 化 学 基础 ,但 是 脊 难 


谣 是 唯一 的 ， 写 是 否 需要 别 的 物质 的 辅助 来 完 抱 它 的 作用 这 种 可 


能 性 向 未 能 除外 。 至 于 寺 到 病毒 核酸 与 病毒 蛋白 质 生 物 合成 的 相 
互 间 关系 问题 ,目前 还 了 解 得 不 够 。 
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第 十 讲 “核酸 对 和 胞 分 化 的 作用 


z= 入 普 
中 国医 学 科学 院 实验 医学 研究 所 实 欢 形态 系 


ee: | 


Dil 


BERRI ALEVE FAB BOL BZ PE 
注意 的 中 心 问题 之 一 。 其 中 RNA 对 蛋白 质 合 成 和 DNA xP 
传 所 起 的 作用 已 累积 了 大 量 的 查 料 证 据 。RNA， 与 蛋白 质 合成 之 
间 的 关系 在 二 十 年 前 首先 由 Caspersson (?% 23] 及 Brachet [8 +83 
Fy Bll FAME EE EES, APSR 
ARAKI ERR COIR, OR ROR 
BD) AAW OAS CE RAS AL, Ay SE d 
Ay We MANE, ZR HY EMR WA FR! A EES 
成 过 程 , 在 它们 的 翘 胞 质 和 核 仁 中 含有 大 量 RNA。 在 量 的 测定 上 ， 4 
MG ESA PRGA SB, RNAS RRO 
MMA KAR St RNA 的 平均 含量 成 正比 col。 葡 苟 球菌 在 加 大 
核酸 前 体 物 ( 味 啥 或 喀 啶 ) 于 培养 基 后 ,RNA 及 蛋白 质 的 合成 均 a 
AR, hABU—S AMAL, MRNA 含量 降 至 4%, E 
质 合成 即 完 全 被 抑止 c7]。 用 RNase FY DLP HAIMA AIG 
竹 胞 质 的 核 蛋白 中 ,其 粗 合 率 可 减少 85 和 59。 烃 RNase 处 理 的 变 
形 虫 停止 十 殖 , 加 入 RNA 后 双 能 使 之 回复 OO, a 
ASB By HAs oF I) RE Be Is HEP KB HE HE a 
上 。 从 TMV), MEV", HEV £9 2003 Al ie 2 Ks FE C1] 提 
Sify RNA HLM AAR, TAHA DNA 感染 大 肠 杆 
Ja Ce OPS KE KAS Bl BT ELAS BEE it 7 BI 


“来 取得 了 很 大 的 进展 。 笨 胞 的 分 裂 和 分 化 机 制 的 研究 ， 目 前 的 焦 


泣 [29) 97] 


至 于 RNA 在 蛋白 质 合成 机 制 上 起 什么 作用 ， 这 问题 目前 洒 
未 完全 明了 。2Zamecn 让 等 C%so30 一 系列 工作 表明 条 胞 内 蛋 自 质量 
合成 和 核 胸 微 粒 (ribosome) 及 微粒 体 (microsome) 有 密切 关系 ,有 
二 种 RNA 参与 蛋白 质 的 合成 。 其 中 可 浴 人 性 RNA(Cs-RNA) 的 多 
RAED Fe Wis WH (adaptor) 将 自由 氨基 酸 转运 至 核糖 核 蛋白 ， 
颗粒 〈 核 肝 微 粒 ) 的 适当 位 置 上 ，RNA 四 个 碱 基 的 直 太 排列 顺序 
以 “密码 ”型 式 起 模板 作用 ， 控 制 氨基 酸 的 排列 顺序 ， 决 定 以 后 所 时 
合成 的 蛋白 质 的 类 型 这 ie vy 5%” (ast (adaptor hypothesis) _ 
BMS PPIBAL, (HIRE! Ochoa ™ 及 Nirenberg'**] 4 
TEAMS ERS” EP LHR TAD A SEE, BLP 
RNA (OBIERAEA s-RNA 适应 者 对 于 粗 合 氨基 酸 上 的 微妙 关 
Ko aise 


核酸 的 生物 学 作用 及 其 在 遗传 和 看 白质 合 成 上 的 机 制 在 近年 


点 之 一 也 集中 在 核酸 的 作用 问题 上。 本文 只 限于 诗 论 核酸 (RNA) © 
对 竹 胞 分 化 特别 是 对 胚胎 壮 胞 分 化 的 作用 。 将 要 提 到 胚胎 艺 导 作 
用 与 核酸 的 关系 ， 外 源 RNA 对 改变 胚胎 秋 胞 内 物质 代谢 和 有 导向 
新 的 分 化 的 可 能 性 的 一 些 新 近 资 料 。 


、 且 胎 分 化 过 程 中 棚 酸 与 蛋白 质 的 合成 状态 


(一 ) 核酸 及 蛋白 质 合成 与 胚 胎 形态 形成 的 关 和 柔 ”胚胎 形态 
形成 过 程 中 的 核酸 及 蛋白 质 合成 状态 近年 来 用 玫 胞 化 学 《包括 生 上 
化 分 析 )、 粗 生 化 学 、 同 位 素 标记 和 免疫 血清 学 等 方法 ， 在 海胆 、 昆 
th 42K, BRE, BUPA RAT ARR. Wa 
SEER TY DLR ee SARE: 〈1) 核 酸 和 蛋白 质 的 合成 开始 期 分。 
布地 区 和 在 以 后 发 育 期 中 的 变化 ， 和 胚胎 租 胞 开始 分 化 以 及 器 害 
粗 生 以 后 的 分 化 时 间 和 地 区 是 一 致 的 ;(2) 胚 胎 形 态 形成 过 程 中 相 
继 出 现 的 A-V 轴 (动物 -植物 极 性 轴 )、D-V ah FS SL), AP ah 
CRUSH BH) 和 在 同时 期 所 测 出 的 RNA 轴 性 分 布 状态 -- 
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Br, 80 RNA 的 A-V 轴 、D-V 轴 和 A-P 轴 的 出 现时 间 、 顺 序 和 地 
区 先 全 和 形态 形成 的 极 性 轴 吻 合 ; (3) 胚 胎 形态 形成 中 心 的 春 案 
中 胚层 (chordomesoderm) 在 范 导 过 程 中 核酸 及 蛋白 质 代 谢 高 度 
HGR. ORAS EBT Ese MARAE PEL A BO He BL Pe BE 
两 栖 类 最 为 明显 。Brachetc" 1) 发 现 受精 的 xenopus SPELL Art 
弱 的 RNA 动 植物 极 性 轴 出 现 。 到 原 肠 早 期 出 现 背 腹 轴 ,RNA 从 
背 方向 腹 方 递减 。 在 原 肠 后 期 和 早 神 沟 轴 胚 期 又 出 现 头 尾 轴 性 分 


布 。 其 背 腹 轴 此 时 更 为 明显 , 背 层 比 腹 唇 更 强 , 而 特别 在 内 齿 的 疹 


索 中 胚层 和 预定 神 烃 外 胚层 的 普 胞 中 含量 最 多 (图 版 一 ,图 1 一 4)。 
鸡 胚 在 原 条 区 避 8] 和 预定 神 痉 上 皮 的 普 胞 中 也 同样 含有 较 多 的 
RNA ,特别 在 价 案 中 胚层 粗 胞 和 神经 上 皮 壮 胞 之 交接 面 区 核酸 组 
和 黄 化 学 反应 最 为 强烈 (图 版 一 ,图 5 "1, Emanuelsson!**) 用 生 

化 分 析 法 也 得 到 同样 烙 施 ,他 还 发 现 RNA 在 原 肠 期 增高 而 DNA 

下 降 ， 认 为 RNA WME, 而 DNA 在 早期 时 的 高 

HAZE MAID AMEE, AIEEE ECCI 和 哺乳 类 52e] AKL AEE 

We HE PI ER RNA 最 为 显 

SF, WRT RNA 的 上 壕 分 布 轴 性 。 

RNA 轴 性 分 布 和 形态 形成 极 性 轴 的 一 致 是 否 可 以 认为 前 者 

是 后 者 的 物质 基础 ? 困难 是 除 RNA 轴 外 , 别 的 物质 如 -SH 基 及 
碱 性 磷酸 酶 ， 生 理 试验 如 O. 消耗 .呼吸 窗 、 还 原 及 对 毒物 的 反应 
(损伤 、 溃 退 、 坏 死 ) 也 有 同样 一 致 的 轴 性 分 布 或 珊 级 性 (gradient)， 
而 这 些 轴 性 似乎 和 和 胞 内 显 粒 ( 戈 粒 体 ,微粒 体 等 ) 都 有 关连 re 27, 
因此 可 以 部 上 壕 这 些 物 质 的 生物 化 学 融 级 性 和 形态 形成 埋 可 能 都 
是 这 些 竹 胞 内 颗粒 的 功能 作用 决定 的 .而 RNA 轴 性 分 布 和 这 些 显 
粒 之 间 的 直接 关系 是 不 矛盾 的 。 如 果 RNA 轴 性 分 布 和 形态 形成 
轴 级 性 不 是 偶合 的 话 ， 那 么 抑制 RNA 或 扰乱 其 轴 性 分 布 将 会 引 
起 形态 形成 上 的 改变 ,而 事实 也 是 如 此 。Brachetcn 1°) 合用 吓 吟 
Fm es BY HEE OL aE SHORE 〈benzimidozole)、 巴 比 作 
NT me HE (acriflavine) 等 处 理 两 栖 类 胚胎 以 抑制 RNA 的 合成 ， 
Bieberc5， 和 Liedke 等 Cso~s2] 也 分 别 用 多 种 (后 者 用 100 种 以 上 ) 
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图 1 一 4 两 栖 类 (xenopus) Hy APRS RNA MERA i. FARE 
喀 洗 5131。 

图 1 ， 示 xenopus 受精 卵 RNA 微弱 的 动 -植物 极 碳 性 分 布 。 

图 2 Fee, RNA 动 -植物 极 轴 性 分 布 明 显 。 

图 3 HBR, RNA S45 shinee chp 

A 4 eae, RNA EY REL fe CBC DY ZEEE ES AES FOR 
REE KAR. | ‘ 
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er ee ey es a ee 
目 多 后 在 原 肠 期 受 影响 最 大 。 在 鸡 胚 方面 , Waddington 等 co 用 


8- 偶 氮 高 便 顺 哈 和 葵 刁 咪 叶 处 理 后 引起 畸形 发 育 ， 敏感 区 ( 原 条 


Rite LOA S* 蛋氨酸 的 过 程 大 受 抑制 。 他 如 经 离子 co 二 
HADES AR EAC 12 33 处 理 也 有 同样 作用 。 离 心 处 理 扰乱 


RNA 轴 性 后 引起 畸形 或 导致 发 育 停止 zs]。 

在 蛋白 质 的 轴 性 分 布 上 ，Hakincsl 和 Ceasc2 全 用 同位 素 
放射 自 显 术 观察 到 8&s- 蛋氨酸 井 合 大 两 栖 类 胚 背 牢 较 腹 盾 为 高 。 
Sirlinrsil 也 得 到 背 展区 并 合 达 最 高 的 结果 。Rulon57"] 在 鸡 胚 显 


78 -SH 基 在 7-9 体 节 期 开始 出 现 前 后 轴 性 分 布 。 另 一 作者 和 并 指 
出 原 条 及 原 结 区 特 强 睛 1。 放射 自 显 术 也 证明 鸡 胚 的 背部 中 理 车 构 


如 神 猎 管 、 神 罗 哺 、 兰 壶 等 井 合 8s -蛋氨酸 最 多 (图 版 一 ,图 6)575。 
用 味 叭 或 喀 喧 化 学 类 似 物 也 能 抑制 蛋白 质 的 合成 。-S 互 抑制 物 


(如 iodacetamide, chloropicrine 和 氧化 型 的 谷 胱 匡 肽 ) 或 含 


-SH Hy an B-SiE CBE) 处 理 乓 胎 后 由 于 抑制 或 改变 了 蛋白 质 
Warns hemp), Brea) 合用 氨基 酸 类 似 物 
CCF Bit ABR) ABB SAR TS ER HR LS» Be AD a AR HL ae 
(iioveh, Eiken eae 人 而 且 在 受 
到 抑制 时 也 引起 异常 发 育 。 

(=) 变态 过 程 (器官 组 积分 化 阶段 ) 中 核酸 与 蛋白 质 的 代谢 


无 尾 两 栖 类 变态 期 的 特点 是 器 官 组 和 进 行 成 形 分 化 而 尾 则 退化 消 


5 YORKER ASD i, 示 神 和 经 外 胚层 特别 是 与 月 索 中 胚层 的 交接 面 
区 有 较 强 的 RNA Perv, FAW RMS, 

图 6 鸡 豚 ( 时 体 节 期 ) 横 切面 射线 自 显 图 , ARE AR RS RAG 
8Ss5- 蛋 氮 酸 最 多 (黑色 )55。n.t. HRs m. 中 胚层 ;my. 生 肌 节 ;end. 内 胚层 。 

图 8a, b 钥 微 者 世 导 作用 的 原始 试验 。8a ARE a SH AY 
二 神经 板 ; 8b ESE RAED GA Na A a CRE A PR 


a), L. Sec. aud. GREW HBE Pc. Hoss Pr. Med. 宿主 神经 管 ; Sec. - 


Med. 诱导 的 神经 管 %)a。 
图 11 SIR Raa RED ea , 讲 胚 腔 内 植 和 人烟 章 花 叶 病 毒 所 范 导 出 的 大 神经 
YE 
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a eerrees tora RNA ty a me A 和 

Wie wee ) 
iF 4 HME CB) KG Sa RD 

aig aaa | | BUCH) 


1 2 3 1 2 3 
RL NR BEEF 493 822 | 2170 665 | 2980 | 2910 
iit WRU Ms AEF TR 743 | 11382 | 2300 877. | 3200.| 38520 
DURE LR 623 845 | 1865 750 | 3010 | 3570 a 
A CLs 530 838 | 1755 680 .| 2816 | $340. 
7 均 597 909 | 2023 743 | 3001 | 3350 a 
— (BERR .| 1115 2085 | 2510 | 1362 | —— | ——. 
ARIE Da AEF BE 一 一- 2780 一 一 - 1141 2660 | 2200 
* meommeweme : | 1445 | 2210 | 2730 | 1165 | 2065 | 1900 
Bea eR «| 1180 | 2030 | 2610 | 1192 | 2285 | 2430 
oe 4 1246 | 2228 | 2616 | 1225 | 2227 | 2177 


失 。 在 这 一 关键 的 分 化 期 核酸 起 什么 作用 ? EMO Z 
特点 ? 也 是 一 个 引 人 注 意 的 问题 。 

Finamorers4 以 Rana grylio fiyifie} yp R:, DLR YEAR 
质 (3, 5, 3-triiodo-L—thyrosine) 从 腹腔 注射 师 昨 (每 克 体 重 注射 
1x 10M), 1 一 2 小 时 后 再 注射 100 微 居 里 P”, 于 不 同时 期 分 别 
取 肝 和 尾 提 取 核 酸 进行 分 析 比 较 。 发 现 注射 三 碘 甲 状 腺 激素 后 ， 
在 变态 的 形态 特征 出 现 之 前 , 肝 RNA, DNA 及 看 白质 的 Ps 比 
TE PBZ AL SS ( 井 合 达 增 高 )， 而 尾 则 只 在 最 初 二 日 有 
上 上升 ,以 后 停 正 于 一 定 水 平 上 (图 7)。 对 照 组 昆 不 退 熔 ;其 RNA、 
DNA 及 蛋白 质 则 继续 上 升 。 故 尾 的 RNA 及 蛋白 质 比 活 性 较 对 
照 粗 为 低 。 实 验 组 肝 中 核酸 的 增高 主要 是 由 于 RNA 的 增多 。 这 种 
增高 与 变态 期 肝 的 体积 声 大 (每 肝 的 平均 重量 狗 增 加 20%) 有 关 。 
用 色 层 柱 分 析 肝 中 单 核 昔 酸 Ps 的 比 活性 也 得 到 同样 烙 果 ( 表 1)。 
可 见 肝 在 变态 期 中 组 和 分 化 过 程 与 RNA BE Th UAE 
退 消 时 的 降低 是 平行 而 互 为 因果 的 。 襄 明 RNA 在 器 官 及 粗 秩 分 
化 期 与 在 胚 胎 形 态 形成 期 一 样 起 着 重要 的 作用 。 了 inamorerss] 提 
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图 9 鸡 胚 原 条 期 原 千 小 卖 植 大同 期 陡 盘 右 侧 外 胚层 下 所 诱导 出 的 币 二 
HBTS CEB), BE SR HH NESE, Fk is (tea ae ae ae), 

图 12a,b IK SF ELE BE FS (PN P) X28 (AWBOR (Triturus pyrre 
hogaster FER ES Sei rh JIN De IF 2 Sep. 

12a BSH RF 22, 

12b Boe HB A BR IRE Tg , Ag aE FS OR Fl fa 5 SE fee gt 104 

| #13 PAIR ERUPT IESE PAR OE ALI I Dp 

导 作 用 。 习 面 示范 导出 的 前 脑 、. 腿 绪 \ 水 晶体 , 嗅 板 等 竺 构 (Hayashi 1956)。 


出 < 核酸 是 发 IN DRIER, 
三 、 古 胎 放 导 物 的 化 学 性 质 [ARI SE 


(一 ) She (Organizer) 的 命名 及 其 化 学 性 质 fe ， 


Nad EAS AE OE PRO EBS th, HN Se | 
Wy RAS Fe SF AS Le, RO 
EAP E FAW LAR ER He eS CL) FG SF. 


kA Spermann 和 Mangold! ”发 现 的 。 他 们 把 蝶 ， 
晨 的 原 口 背 展 制 下 移植 至 同期 ( 原 肠 早期 ) 同 种 或 异种 的 腹 外 胚层 


(预定 表皮 ) 区 或 放大 襄 胚 腔 内 ， 结果 背 唇 小 块 本 身 内 瞧 进 去 自我 
SSA MITER A A ATES BS PL SS 
ii SIS AA I TOES (FA —, FA 8a,b)。 以 后 该 区 整个 成 
HATE PI, ARREARS PRE CEI 
Ws). QI Dates a Ie RS HE CP, PAL 9A 9% 324, 
| AAS ERG SE: (PILES, AREAS. 


Maik GSAT AMIE? 是 什么 物质 ? “Ete 


学 性 质 是 什么 ? 最 初 他 们 用 冷 . 热 . 干 、 酸 、 硕 和 酒精 等 进行 处 理 ， 
或 将 其 麻 碎 、 破 坏 、 杀 死 后 再 移植 多 各 4 68 841, ED a Bae ek 
虽然 不 能 演变 为 任何 硼 徐 ， 但 与 其 接触 的 站 胞 仍 能 被 落 导 成 为 第 
二 中 轴 柔 竹 , 外 胚层 仍 能 分 化 为 神 沟 硼 胞 。 用 成 年 动物 胜 器 组 和 夺 ， 
无 论 春 椎 动 物 或 无 脊椎 动物 ， 不 论 死 的 或 活 的 都 有 不 同 程度 的 请 


导 作 用 (特别 是 死 的 六 ”5]。 基 至 用 植物 租 红 也 有 作 
用 护 。 因 此 可 以 表 定 请 导 者 的 作用 是 化 学 物质 所 引起 。 二 十 多 . 


图 15a,b ”从 豚鼠 骨髓 提取 的 要 蛋 白 对 离 体 网 是 外 胚层 小 块 的 躯体 中 胜 
层 精 构 的 诱导 作用 。 

图 15a， 示 请 导出 的 肌 节 切面 ;15b， 艺 导出 的 肌 节 及 奉 (Yamada, 
1958), 

图 16 “条 件 液 "对 原 肪 早期 (T. rivalaris) SHER) SAO RERS A 
BS HAMAR. IRIE 11 天 cs。 

F117 Ae D5 AWM (T. torosus) [FishAEE-/S-FSEIE 12 天 后 长 出 的 肌 
AE AMN, 675 THRE Sees Fe Hy OWL AI" 
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(及 下 各 图 均 为 莓 社 普 等 1963，1964 及 未 发 表 资 料 ) 
图 204 从 Rous Aya eet iy RNA 5 |GEXS TR RE REI (CAM) 
Mie eee, BRS 3 天 。 
图 20b Rous 内 瘤 病毒 引起 CAM 的 瘤 性 增生 ,接种 后 3 天 。 


图 20 MATHER MOREY (DNP) 引起 CAM 的 超常 增生 , 接 ， 
种 后 3 天 。 
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ey FA AMORA BINT HOA, 想 把 有 效 的 化 学 物质 提 
出 来 。 但 是 提出 的 几 十 种 物质 包括 脂肪 酸 、 固 醇 类 、 粳 元 、 唾 白 
质 浸出 物 、 核 蛋白 和 多 环 碳 氢化 合 物 如 激素 、 致 癌 物 质 等 都 有 作 
用 5s59。 这 些 物 质 有 酸性 有 碱 性 ， 化 学 性 质 公 不 一 样 , TORE TES 
论 。 这 些 提 出 来 的 有 效 物 质 ， 英 国学 派 称 之 为 “化 学 请 导 物 ”或 唤 
起 者 (evocator), 与 上 述 的 翘 导 者 (inductor) 相 区 别 。 

与 此 同时 瓦 oltfreter5s% 5] 及 Barthc9 却 从 离 体外 胚层 对 不 
同 洲 液 的 反应 系 芋 方面 进行 了 分 析 ， 从 竹 胞 生理 角度 提出 了 引起 
狂 胞 洲 解 或 亚洲 解 ( 改 变 洲 液 中 的 PH, 去 俩 或 用 溶 蛋 和 白 酶 处 理 均 
可 引起 ) 后 即 能 使 外 胚层 神 沟 上 皮 化 。 认 为 改变 秋 胞 膜 通 透 性 后 ， 
进 大 竹 胞 内 的 物质 作用 于 竹 胞 内 颗粒 ,使 物质 解放 或 致 活 , 井 起 连 
镇 反应 ,促成 了 壮 胞 质 内 新 的 物质 合成 (代替 了 旧 的 ) ,开始 发 动 了 
新 的 分 化 方向 。 也 oltfreter 称 之 为 粗 胞 亚 溶解 的 递 奉 机 制 (relay 
mechanism )[5s3。 

上 壕 工 作 在 实验 胚胎 学 方面 累积 了 不 少 资 料 ， 但 是 很 显然 还 
不 能 解决 租 秩 者 的 诱导 作用 的 物质 机 制 问题 。 

(=) 粗 积 者 的 核酸 与 蛋白 质 代 谢 “ 由 于 化 学 诱导 物 的 工作 
不 能 解释 组 机 者 的 诱导 机 制 ， 许 多 工作 者 便 回 到 组 菱 者 本 身 的 生 
理 代谢 问题 上 。 一 系列 关于 能 量 代谢 (如 0, 消耗 、 缺 氧 、 氧 化 还 原 
试验 、ATP 人 代谢、 线粒体 及 其 酶 系统 活性 的 分 析 、 呼 吸 商 与 碳水 
化 合 物 代谢 量 的 改变 、 代 谢 抑 制 物 的 作用 和 对 C¥O, beet FH 
PETE), RNA 及 蛋白 质 的 代谢 、 分 布 以 及 别 的 化 学 物理 因 束 
的 作用 等 工作 相继 展开 ct?]。 这 些 工 作为 化 学 胚胎 学 开辟 了 泛 径 井 
质 定 了 基础 。 

粗 秩 者 的 核酸 与 蛋白 质 代谢 工作 主要 用 粗 生 化 学 、 生 化 测定 . 


图 21a, b Rous 病毒 引起 宿主 胚 肝 造 血 组 胞 堆 生 及 肝 类 胞 病变 ， 接 种 
后 7 天 ， 甲 称 - 哌 哪 哮 法 。21a 示 RNA 和 粗 积 化 学 反应 极 深 的 造血 类 胞 超常 
增生 灶 ; 21b 示 部 分 堆 生 的 造血 类 胞 成 分 (RNA Joe PR) ET MLR © 

图 22 从 人 宫颈 痪 提取 的 DNP 引起 CAM yi Fe Ae, a PIE Ee 
夫 生 夫 厚 ,部 分 组 胞 沽 润 至 中 胚层 形成 链 瘤 样 病变 灶 , 接种 后 5 天 。 
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胚 至 神经 轴 胚 期 (第 10 ~15 期 ) 的 诱导 区 为 材料 ,于 冰冻 后 分 别 将 四 
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”图 10 SER (58 10~18 期 ) BPA SRM AMM 
心 分 离 出 的 各 部 的 RNA REA es es we 
(Rounds & siete vii 1958) 


AUC RET TE, EL eH BI nil 
Brachet 7EMMLG HET —RALLE, RPE 
Fe RRNA) CNA, BLL Cites Be) TE Sa 
SVE He BIPERER PGB ee _E eR 5 HB 
fx), RNA BG SEAR, Lavarack'*) 在 鸡 胚 也 看 到 同样 
现象 。Brachet FAI -SH 和 蛋白质 的 分 布 也 是 如 此 3]。 4 

在 生化 分 析 方面 ，Rounds 和 Flickinger"™*) Dhick RP 


背 层 及 神经 板 分 离 出 来 制 成 匀 浆 ,离心 处 理 后 分 出 可 溶 部 (内 合 蛋 时 
白质 ,类 脂 质 和 微粒 体 ) ， 卵 黄 部 (内 含 狂 胞 卵黄 溶解 物 ; 和 沉淀 部 明 
(内 合 纤 粒 体 、 色 素 、 胞 膜 和 少量 微粒 体 等 ) 三 种 成 分 ,再 以 三 氧 醋 国 
酸 (TCA) 沉淀 ,分 别 分 析 其 RNA 及 蛋白 质 的 量 。 和 结果 见 图 10。 国 


(rage 


we), 


硼 役 者 的 RNA 总 量 在 诱导 期 (11~12 期 ) 突 然 下 降 ( 由 340 y 降 
至 260 y), W13 期 起 双 再 上 升 至 3007y 水 平 。 反 应 者 (和 神 沟 板 ) 的 
RNA 总 量 相反 地 在 10 一 12 期 基本 平稳 ,只 略 有 上 升 , 而 从 13 期 
起 突然 上 升 至 400 y DLE, MBSE ESP SE th 
在 11 一 12 期 开始 下 降 ; 反 应 者 虽 无 明显 二 高， 但 一 直 灯 持 恒定 水 
平 。 这 一 精 果 表明 兰 索 中 胚层 (组 荆 者 ) 在 秋 胞 内 省 过 程 中 攻 胞 内 


PRR RRM RNA, FEBS PRA, eee 


ORRBABERMR? 二 者 在 量 的 增 减 上 有 相关 而 不 相当 ， 还 
不 能 断 论 。 | 

MRCS ERR, — AAAS STE GEARY 
观察 春 料 也 表明 标记 的 OMO,— 甘氨酸 Bo 8 971 S89 ge mRE) 
在 两 栖 类 原 肠 胚 的 背 层 区 狂 合 率 最 高 。 在 离 体 培养 的 鸡 胚 胚 盘 的 
培养 基 中 加 入 8*- 蛋氨酸 也 发 现价 索 及 神 径 管区 粗 合 率 最 为 强 
Aut], ee O"- 甘氨酸 标记 的 “ 粗 徐 者 ” 植 入 另 一 同期 胚 的 腹 侧 表 
皮下 ， 标 记 物 质 从 棚 纵 者 扩散 至 反应 硼 秘 中 。 似 乎 大 分 子 物质 在 
艺 导 过 程 中 起 主要 作用 。 Waddington) 因此 认为 物质 传递 可 
能 以 氨基 酸 或 -8H 蛋白 质 的 方式 进行 ,这 些 物质 即 为 芙 正 的 范 导 
物 。 

Rounds 和 了 lickingerc9 在 离 体 试验 中 将 蛙 胚 倚 索 中 胚层 先 
温浴 于 Na, “CO, 溶液 中 ,再 将 之 与 外 胚层 小 块 接触 8 小 时 ,然后 
分 开 分 别 制 成 匀 浆 ， 用 TOA 沉淀 分 出 核 物质 部 和 不 溶解 部 分 别 
测定 其 放射 活性 ,发 现在 外 胚层 小 块 的 部 分 出 现 较 高 的 活性 .同上 
作者 用 免疫 血清 学 方法 , 久 蛙 (R. pipiens) Hy HL A SMR (Tari- 
cha torosa) 的 外 胚层 小 块 接触 培养 4 一 5 天 后 ,将 之 分 离 ， 然 后 作 
免疫 血清 试验 ， 发 现在 Taricha 外 胚层 小 块 中 有 Rana 的 抗 元 存 
在 (对 照 钥 为 阴性 )。 因 此 作者 认为 确 有 核 蛋 白 分 子 从 钥 纵 者 传 至 
外 胚层 中 去 。 

BZ, MBAS RNA BE i Ae BAL 
高 ， 在 诱导 过 程 中 有 物质 扩 移 现象 。 至 于 是 否 由 于 这 些 扩 移 物质 
引起 诱导 ,以 大 分 子 抑 小 分 子 形式 扩 移 , 目 前 只 是 在 累积 资料 阶段 


~— Bio 


hon 4 < 
i. eer wy 所 


high’) 
7. 
re 
Tare 
a ty 
"ry rae 
"7 
全 poe | 
” 可 
pcr 
* 
4 “ss 
¥ 
4 二 
PT 
YT 
2 


ee 


I is al a me Rd 
te ee ee ae ye ee 


4 


而 还 不 能 下 最 后 结论 。 ie 
(=) 外 源 核酸 及 蛋白 质 的 肛 内 诱导 作用 “上 面 提供 的 资料 
襄 明 了 核酸 和 和 蛋白质 在 形态 形成 过 程 中 所 起 的 作用 ， 训 明了 具有 半 
六 导 分 化 作用 的 组 菱 者 的 核酸 和 核 蛋白 代谢 状态 及 其 与 东 导 作用 国 
之 间 的 可 能 关系 。 改 变 了 过 去 对 芳 导 物质 的 看 法 的 混乱 状态 ia 
ROR EN ARES Hi 


Oo nr ) 
用 。 早 在 1944 年 Brachet**) 就 证 明 含 RNA SAM AE | 
户 导 作用 较 含 量 少 的 为 强 。 以 后 他 用 烟草 花 叶 病毒 (TMV) 注 大 国 
娃 胚 宫 胚 腑 得 到 较 强 的 诱导 (图 版 一 ， 图 11), 认为 是 RNA 的 作 ; 
用 c3。Kuusicse] 同样 用 TMTV 证实 了 他 的 结果 ,但 用 RNase 和 国 
TABLES IOC, TPE SALE. RB 国 
AIPHEDE A EA R, Ee eRe RNA 
而 是 核 蛋 白 起 主要 作用 。 可 是 问题 井 不 因此 而 解决 ， 因 为 她 用 星 
鱼 卵 母 钥 胞 的 核 仁 ( 含 RNA)、 商 制 RNA ,豚鼠 肝 、 谊 的 微粒 体 进 
行 诱导 时 均 得 到 阳性 烙 果 5]。Lehmannts?] 甚至 用 从 胰 、 胸 腺 和 
肝 提 取 的 DNA 也 有 让 导 作用 。Vabs ”发 现 Gram epee AH 
OG $A TEA RNase 或 紫外 线 照 射 后 则 失去 作用 。 

看 来 外 源 核 蛋 白 的 作用 是 肯定 的 ， 但 是 其 中 蛋白 质 起 主要 作 
”用 抑 RNA 起 主要 作用 意见 还 不 一 致 。 


1, AMARA AIR 
mE Wa AG A a EF 


I a CVF TAR A SAE BK KES 
Pelt Ca Coie see ae ees eae 
Sepa DUNT EREDT EMO ZR A A 时 
域 落 导 人 性 为 基础 。 最 早 用 动物 胜 右 沟 过 处 理 后 显示 出 区 域 性 艺 孚 
的 是 瓦 oltfreter[8]。 以 后 庄 孝 信号 1]，Toivonencs],， Rotmanncz7] 
等 相继 诈 实 肝 和 窜 有 不 同 的 区 域 靖 导 特 性 。 而 首先 从 化 学 性 质 的 
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wu Ness? HOE Toivonen 和 Kuusi®*7), (PBR BUI FF 


ERD BE MORE PRE Hs Yo» AEWA PS AEG SEH BI Bk HA 


SLi ty PZ ek (Ae) KH S44 (archencephalic or ar- 
crogenic agent), ixfPW RAAB, Veet. MK 
PE PSE Hy ye FEMA HS a ER BR SL 5 ET 
Die Sh Pie aie FF ES ZH EKG SOR 
(tritogenic or spinocaudal agent)y 后 者 称 之 为 中 后 脑 区 芳 导 物 
质 (deutogenic or deuterencephalic agent), #EMBLKBeED 
AK. Wye Toivonen!°~) 3 ARKH hi PY ECA 
Jer HELE PS Eo SE FP aL OLA TE eA 
MAWES), AZ Le SOR, BLAKE Sh 
(mesodermal agent)。 他 最 近 又 发现 正常 大 鼠 骨 髓 亦 有 同样 作 


用 ， 而 患 白 血 病 的 大 电 骨 髓 则 无 作用 。 认 为 后 者 缺乏 一 种 蛋白 质 


《与 引致 恶性 生长 有 关 ) MIE ARE SOR. 

Kuusi®* °7] 同样 用 豚鼠 辟 组 身 为 材料 ， 用 超速 旋 离 和 以 核 
粗 蛋 自 或 盐 抽 提 等 方法 提取 其 中 物质 , FEAR GK, RNase 等 
处 理 其 匀 浆 后 再 进行 请 导 力 的 分 析 。 粘 果 沟 福 尔 马 林 处 理 后 ， 其 
中 后 脑 区 及 躯干 尾 区 的 艺 导 作用 消失 ， 但 仍 有 微弱 的 前 脑 区 艺 导 
作用 。 用 RNase 处 理 则 没有 降低 任何 户 导 力 。 容 组 答 的 离心 沉 
OWE AEF AK ES SK BS MA aK 
MOWER. PRBS. AU PAR EE 
RAH PMR BS RNA, WREAK SH 
为 蛋白 质 。 


上 述 这 些 翘 导 物 质 是 质 的 不 同 抑 为 同一 物质 由 于 量 ( 流 度 ) 不 ， 


伺 而 出 现 不 同 的 落 导 作用 ?Dalcq 和 了 asteels[2?s] ,Nieuwkoop[5s5]， 
Toivonen °**] 和 Yamada [3] 等 各 有 不 同 解释 。Brachet5ls] 及 
Daleg™*) 售 有 详 组 和 综述 ,此 处 不 效 。 

以 上 的 工作 都 在 且 内 进行 ， 其 诱导 的 区 域 性 可 能 受 往 主 的 区 
域 轴 性 及 其 周围 的 且 层 或 赛 有 乓 腔 液 所 影响 而 不 能 芙 正 襄 明 其 区 域 
性 诱导 的 本 质 。 为 了 免除 这 一 因素 ， 外 产 核 蛋白 对 离 体 培养 胚层 
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RERBIY? 不 同 工 作者 用 不 同 的 材料 和 方法 ， 得 出 的 精 果 各 
不 相同 。 一 派 认 为 蛋白 质 是 主要 族 导 物 ， 另 二 


pc 本 Yanda 尿 中 WE 


。 pyrrogaster 为 材料 ) 之 间 ， 离 你 培养 10~14 A SUTRAS © 


条 胸 的 议 导 分 析 工 作 便 相应 展开 。 进 一步 证 类 芳 导 物 确 有 区 城 
HALE, 不同 脏 器 提取 物 有 不 同 的 区 域 艺 导 作用 。 而 且 证 明 这 芭 
物质 基本 上 是 核 蛋白 。 但 是 在 核 蛋 和 里 面 RAM RNA 何者 


物质 是 RNA。 
(一 ) 核 蛋白 的 诱导 作用 ”认为 核 蛋白 中 的 蛋白 质 起 主要 剖 


ENR DM) RAT BA AB CR Triturus 7 


AE AS, FERC PEAT TOE 
种 方法 (如 用 蛋白 酶 、RNase 及 热处理 等 ) 比 较 处 理 后 诱导 作用 的 
改变 来 分 析 范 导 物质 的 性 质 。 Ne : 
HAPS CAE SE PER BUT PEO EAL EDIE 
APPEL SAREE SHARMA, 
1. PERE A JOC PT de ok SR 
提取 物 ， 和 用 0.14 M 盐水 及 乙醇 抽 提 的 核 蛋 自 CRNP), EE 
BSE ak RRS REG Se AAR, Alea, 
b)。 用 其 酸 沉淀 部 分 〈 内 合 RNA) 也 得 到 同样 千 果 。 用 链 震 素 
提纯 的 RNP (其 RNA 含量 为 245 微克 P/ 毫 克 蛋 白质 N)， 出 国 
HG IAL. MH 100,000g 离心 将 RNP 再 提 分 为 上 清 及 
#2 RABMR RNP — PR BweARBAGRY 
a & 4e A (100,000 g 1 Ht), Yamada 1958 


上 清 沉 Ng 
RNA 含量 (微克 卫 / 豪 克 蛋 白质) 358.7 124.6 
PL KE se 上 s7 
总 诱导 奉 84(99% ) 86(99% ) 
CE LAS 25(29%) 16(18%) 
th, SHES  56(66%) 72(83%) 


Fill Hh 9(11% ) 24( 28% ) 


at BIG 


沉 这 二 亚 部 (aabfraction)， — as BRIBE 9976(4 2). 28 


BO a RT RO 1, 


Lat RNP 中 何 种 物质 起 作用 ? Hayashiresoe 分 别 用 ma 


用 蛋 自 酶 进行 处 理 分 析 , 粘 果 是 纸 RNase 处 理 后 井 不 失去 作用 ， 


而 用 胰 熏 白 酶 或 胰 乳 凝 息 白 酶 (chymotrypsin) 则 其 作用 全 部 赤 


失 , 歼 认为 起 作用 的 是 蛋白 质 部 分 。 

2、 肝 提取 物 的 作用 “用 上 述 同样 方法 ,不论 是 用 0.44M 盐 
水 或 用 键 霉 素 提纯 的 豚 骨 肝 RNP 均 对 离 体外 胚层 有 声 高 的 前 脑 
| MBSE (图 版 一 ,图 13)。 但 超速 旋 离 处 理 分 出 的 上 清和 沉淀 


二 亚 部 的 作用 则 咯 有 不 同 : 前 者 为 前 脑 区 及 中 、 后 脑 区 艺 导 ,而 后 _ 


者 则 为 专 一 的 前 脑 区 艺 导 ( 表 3)。. 


£3 肪 具 肝 起 织 RNP 二 亚 部 对 蝶 晨 处 胚层 外 杆 块 的 
诱导 作用 (Yamada 1958) 


一 -一 一 一 一 一 | -一 一 一 -一 一 | 一 一 qq 


RNA oR P/E GIR N)| 10.2 92.7 21 197.5 


Tt MCE AIRE 53 59 31 37 
RS 38(72%) | 59(100%)| 21(60%) | 36(96%) 
FERS eS "12(23%) | 0 5(10%) | 1 
LERBS 29(55%) | 20(84%) | 17(55%) | 9(24%) 
中 \ 后 脑 区 忒 有 导 5( 9%) | 42(71%) | 9(29%) | 27(73%) 
KK eS 20(38%) | 5( 8%) | 5(16%) | 5(14%) 


FAME ADI 9 FESR th te AE (RNase 及 DNase) 不 起 作用 ， 
Win OG RE SG ( 胰 蛋 白 酶 及 胃 蛋 白 酶 ) ES SE SVE YA, fal 
样 说 明 起 诱导 作用 的 是 蛋白 质 部 分 [45]。 

最 近 王 亚 辉 等 用 酚 - 吡啶 法 从 大 鼠 肝 分 离 出 一 种 具有 很 强 的 


FPA Ee i SR JI RO Ab Bia PE AE, DO 


这 种 物质 平时 因 量 少 而 隐蔽 不 显 。 
3. 骨 英 提取 物 的 作用 “用 盐水 及 链 霉 素 从 豚鼠 股骨 骨骼 中 
提取 的 RNP 含 RNA Eph (399M /RNA-P/e IRAN), 
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和 “4 aah & ao 六 全 竹本 全 和 全 “= 4 


REV ER I EQULiEeS I Ties 最 后 上 清 


图 14 ”豚鼠 骨髓 提取 物 对 离 体 嵌 晤 外 胚层 的 永 导 作用 
(Yamada, 1958) 


但 对 离 体 外 胚层 的 请 导 力 较 差 。 以 后 Yamada 竺 用 重复 超速 离心， 


和 和 酸 沉淀 法 分 离 出 四 部 分 物质 ,分 别 对 离 体 外 胚层 进行 试 硬 AR 
HAIER | A ABA GH T PREM SE, Tit 
Sia Lia Aik SUED VE RE 14). LSE Sb 
为 酸 沉淀 性 ,而且 是 不 能 透析 的 Co 2°83, 


将 上 过 酸 沉 江 部 分 用 超速 分 析 离 心 器 放 离 小 时 Ca20,000 
g) 所 分 出 的 8I 和 SI 一 亚都， 和 用 电泳 法 分 出 的 .D- 瑟 亚 部 ( 即 
移动 较 慢 的 下 降 部 ) 对 离 体外 是 层 小 块 均 有 较 强 的 中 是 层 态 的 


荔 导 作用 (图 版 二 ,图 15a,b), Djs Yamada Sie 并 发 现 有 ane 
SAMBA RHE, | 

FAA GR) SO RDS ERRORS PRB SVE ak 
BRAY TIS 39 ES Fs BR ae EB: CT PRBBSOR 
BRBSO +, SRR BS MM KBS, Yamadasetm 1101 gy 


ea ere Se 


FB Rit RAE TY RM UAB i EK INH SH E, 
Yamada 实验 室 一 系列 工作 进一步 证 实 了 示 辣 胜 器 的 提取 物 “ 


Seo OLGA KREMER ort, Se 
BSE ae a ELE? 这 个 对 壮 胞 分 化 具有 重大 国 


意义 的 问题 ,从 春 料 看 来 还 缺乏 证据 。 Yamaqdalo4，105)108~110] 认 
为 这 只 是 区 域 性 而 不 是 器 官 或 租 身 特 异性 ， 因 为 诱导 出 来 的 每 二 
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i 了 , a as 5 & el Bb ' 
bof =. *. 网 证 人 人 本 . ing 和 1 P 本 
Pons | 

7 1 J tee ti . . 


RH MRES AN, Vainio 做 了 一 个 有 趣 的 血清 免疫 学 实 
区 , 他 将 豚鼠 的 谊 、 肝 及 骨 骨 分 别 制 成 抗原 免疫 家 更 ， 然 后 利用 这 ， 
Le fee MTG UAL, PR. RL 
MA (T. valgaris) 原 肠 胚 外 胚层 的 区 域 性 诱导 作用 受到 抑 
制 , 肝 、 容 的 诱导 作用 亦 减弱 ， 而 肝 还 呈现 由 前 脑 区 诱导 转变 为 中 
胚层 诱导 的 趋向 。 他 认为 区 域 特异 性 是 存在 的 。 肝 的 诱导 作用 的 
改变 可 能 是 由 于 中 胚层 族 导 物质 从 血清 中 吸附 于 肝 粗 菱 所 引起 。 

”从 上 述 一 系列 的 实验 乔 料 看 来 ， 核 蛋白 中 的 蛋白 质 成 分 对 两 
栖 类 外 胚层 的 诱导 分 化 作用 是 比较 肯定 的 。 

《二 ) 核糖 核酸 的 诱导 作用 及 其 对 条 胞 分 化 的 影响 的 新 近 资 
料 最早 提 出 核酸 在 诱导 过 程 中 的 作用 的 是 Brachet""), 他 根据 
MRA RNA LK TMV 和 肝 微 粒 体 具 有 较 强 诱导 作用 等 事 
实 , 认 为 诱导 力 的 强 弱 和 所 含 的 核酸 的 淡 度 有 平行 关系 。 

近 十 年 来 , 午 满 江 用 离 体 培养 方法 做 了 一 系列 工作 ,主张 核酸 
(RNA) 是 主要 诱导 物质 。 他 选用 公认 为 在 离 体 培养 中 不 易 产 生 
帮 胞 溶解 现象 的 蝶 晨 (T. torosus) 为 研究 材料 ,并 尽量 采用 小 块 培 
养 以 避免 由 于 包 从 而 引起 普 胞 坏死 。 最 初 他 将 组 积 者 与 预定 表皮 
和 胞 同时 培养 于 一 玻 片 上 ( 悬 育 法 )。 假 定 粗 彻 者 在 培养 过 程 中 会 
排出 请 导 物 质 以 引起 预定 表皮 分 化 。 但 结果 井 不 理想 [se 1]。 以 后 
HL SMART DISSE T~10 天 后 ， 再 加 入 外 胚层 外 植 块 〈 二 
者 不 接触 ), 结果 大 部 诱导 出 神 轻 普 胞 和 色素 竹 胞 ,最 好 的 例子 有 
90% SEAT MET Ht, UNE TERE FA RRM (图 版 二 ， 
16) MPRMILMLMB IESE T~10 天 后 的 培养 液 为 “条 件 液 ”, 认 
为 外 胚层 外 植 块 在 其 中 进行 神 沟 分 化 是 “条 件 液 ”中 含有 足够 的 请 
导 物 质 所 引起 。 抽 取 “ 条 件 液 ”单独 培养 外 胚层 外 植 块 ,所 得 千 果 
基本 相同 。 作 者 认为 这 一 结果 不 但 证明 “条 件 液 ” 中 确 含 有 狙 荆 者 
排出 的 诱导 物质 ， 而 且 也 指出 诱导 过 程 不 一 定 要 族 导 者 与 反应 者 
直接 接触 (一 般 公 认为 接触 是 完成 诱导 过 程 的 必要 条 件 )。 

以 内 含 “ 条 件 液 ” 的 毛竹 管 吸取 单 个 外 胚层 组 胞 培养 ,可 见 硒 
胞 最 初 进 行 迅速 的 加 胞 分 裂 过 程 ， 以 后 逐渐 分 化 为 前 色素 竹 胞 
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(propigment cells) 表明 “条 件 液 "中 的 诱导 物质 是 一 种 “分 化 者 吕 


最 高 一 次 占 全 部 艺 导 中 的 73%, 


ER ec, 


(Amblystoma tigrinum) 原 肠 胚 外 胚层 的 培养 基 中 ,培养 10~16 轴 


| RHEIN RNA 中 加 太 本 身 无 主导 作用 的 外 来 蛋白 质 (soybean 


EAN) ON STA ac 
ye YT hat SOAS TNS (ne P 
ir fey 卫 到 


(differentiator), i RA“ A K{RUEX” (growth promotor), — a | 

AAR ROBE CSR) FBS, FH 
12~16 天 后 , PUPA SHAB DN RMISE, USENET 
26. fai ae 4 


eH FE LSE AO FR CHLOE Te LIOR) PRE SALA 4 
REA A TR SL a i) SL 
PALES DAL AB AF AE A a eA AB) 5 
Fy TREK AG SERA. 1 

“条 件 液 ?所 含 的 诱导 物质 有 什么 化 学 性 质 ? AWRESE MBE 
培养 术 收 集 较 多 的 “条 件 液 * 进 行 定性 分 析 。 首 坎 培 养 液 的 紫外 萎 ， 
分 光 光 度 茹 数 毫 无 例外 为 258 毫 微米 ， 第 二 欢 和 后 期 神 痉 板 的 条 
件 液 均 为 265 BOK, FAIRE RATER, DOERR 
WEFT, ras BSE. 用 Bial 及 Dische st 
Best ag RNA 和 DNA ,对 双 籍 腺 反应 为 阳性 。 这 些 分 析 表 
明 “ 条 件 液 ” 中 的 诱导 物质 为 可 沉 演 和 不 能 透析 的 大 分 子 核 蛋 自 。 7 

“JA RNase 处 理 后 ,对 .torosus 外 胚层 的 诱导 力 大 为 降低 。 | 
用 DNase 处 理 仅 略 有 降低 。 同时 用 RNase 及 DNase 处 理 , 则 
HDA MIR ABH T. vivularis 毫 无 作用 。 相 反 ， DUCE E Bie 
SBE Se AGT Bete FPA A BE ARE TEE 

1958 年 牛 满 江 czo 将 从 牛 胸腺 组 积 中 提取 的 RNA， 加 大 嵘 晨 
KG SE 56%, TEMS 17% a 
HLA Shah (80~34 期 ) 背 侧 表 皮下 , 粘 果 部 分 长 成 小 辣 节 , SO 
烙 构 及 竹 胞 形态 与 宿主 胸腺 相 象 。 如 果 事 前 用 RNase 处 理 , 则 其 
诱导 率 下 降 。 恢 复 其 RNA 原 有 含量 后 诱导 率 又 相应 提高 。 在 新 . 国 


trypsin inhibitor), 可 加 强 其 落 导 力 。 说 明 起 落 导 作用 的 是 RNA， 


一 中 0 一 


和 

牛 满 江 从 上 述 实验 认为 RNA 可 能 有 粗 绫 特异 的 诱导 作 用 。 
但 是 Yamadqa 和 Osawa‘) 从 和 牛 胸 腺 用 同样 提取 RNA 方法 ,用 
”尼龙 培养 术 重 复 了 牛 的 上 述 实验 , 烙 果 均 为 阴性 。 

以 后 牛 满 江 5z3 改 用 小 鼠 腹 水 癌 攻 胞 为 材料 , 以 牛 肝 或 小 白鼠 
it RNA 处 理 12~20 小 时 后 ,再 作 肌肉 注射 至 小 白鼠 体内 。 车 果 
长 瘤 率 降低 90 和 (HIE 96%MB10%), MiTRAMRBE 
度 也 较 低 。 电 子 显 微 千 构 及 用 活体 染色 比较 栖 胞 存活 率 的 观察 ， 
“与 不 处 理 帮 胞 之 间 并 无 区 别 。 但 用 标记 OMA REUETCHAR 
By, HUADHESHAY MUA RADE HE, se BA 
“RNA Abe ai MGR AU ER LAE T cB, 

JEL Yk Je RARE: MERLE EARE RNA 处 
FE WO AMG LAPIS BP Ab TE AMER 15~20% , TH tDL-FER 
Re-C MFA AR RIMEIG 3/4。 在 长 癌 率 上 , 沟 牛 肝 RNA (0, D 为 
100/ 毫 升 ) 处 理 后 只 达 8% , i AAR (腹水 瘤 ) RNA(O, D 也 为 
100/ 毫 升 ) 处 理 的 则 为 7195。 

用 核酸 酶 (RNase 及 DNase) 处 理 肝 RNA (37*0,20 分 钟 ) 
后 再 对 腹水 瘤 帮 胞 温 洛 15~20 小 时 , 糙 果 在 竹 胞 的 存活 率 上 处 理 


4 PREM RNA 的 作用 分 析 ” 


酶 if 化 
不 处 理 | FRNA RNase 处 DNa 
理 肝 RNA RNase BERNA DNase 

第 一 次 处 理 

后 的 存活 奉 79% 62% 80% 87% 70% 75% 
BN KH Ee 8/8 3/8 7/8 5/8 2/8 7/8 
第 二 次 处 理 

后 的 存活 率 40% 12% 363 19% 30% 45% 


ee, ee ee eS ee ee ee 
a 


[sw 
本 4 SF ae 

四 * Lag" 

. = 


“代谢 发 生 了 改变 。 但 是 如 果 以 血清 蛋白 为 标准 〈 以 血清 蛋 自 为 载 


机 
\ ’ Z a's . . ' f b : is ‘ + Yayo % “4 See | 2 A 
局 辣 Ve . 2 “ te 4 4 
J metal 


giant 
样 : @ RNase 消化 的 肝 RNA 处 理 条 胸 较 不 罗 酶 消化 的 为 高 
CZ 414 AID , 几 近 正 常 水 平 。 而 DNase 则 对 肝 RNA 无 作 
用 。 进 一 步 表 明 降 低 长 瘤 棕 的 因素 是 肝 RNA, 
penser RNA 处 理 后 的 和 了 的 核 酸 贷 状态 ， 指 出 和 本 
8 & 18~43%, 这 种 增高 机 制 很 可 能 和 烟草 病毒 RNA te 
过 程 中 引起 新 蛋白 质 合 成 的 情况 相似 。 4 
蛋 自 质 代 谢 状态 与 所 用 RNA 小 度 有 关 ， 在 肝 RNA 小 度 大 | 
时 ,其 O'—7E MRF AER BAR 1/4 (18), RA 上 


KAD HT) ALE HOMO TCA (SRR PEIN 2 BE 
分 TCA BAR 5-H (G.P.) AERA (LP. AE 
(SA) =a, S.A. 用 C’-FeMePRH. AIR S.A. 部 最 初 在 不 处 量 
理 条 胞 的 合成 率 高 于 肝 RNA 处 理 的 末 胞 , 但 在 2/。 小 时 后 , 不 
处 理 尊 胞 中 的 量 减少 ,而 处 理 尊 胞 中 的 S.A. 量 增 升 2~7 倍 。 即 使 


等 分 钟 访 数 /mg 蛋白质 


S 


时 间 (小 时 ) 
图 18 AUBERT RNA 处 理 腹 水 瘤 糊 胞 不 同时 间 后 并 
合 C"- 亮 氨 酸 的 状态 比较 "9 
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而 且 与 所 用 的 肝 RNA 浓度 成 正 
比 。 直 接 用 "标记 的 8.A. 或 用 


~ 


Pa Bat ae at 
使用 区 这 度 肝 RNA, see 


SPEAR WS A we AB be Be 


’ : vege % ifs ty 
ge s cir /二 去 ae 
ee wie ee ma Ht 
min ae 
有 wit i‘ ay . 


后 其 8. A. 也 较 对 照 为 高 ， 培 状 
时 间 增长 (3 周 ) HEH i A 
著 。 图 19 是 肝 RNA 处 理 竹 胞 的 


《2 /小 时 内 )。 图 中 可 见 处 理 硒 
胞 的 蛋白 质 合 成 中 以 SLA. 最 高 ， 


腹水 瘤 RNA 加 O* 标记 的 8.A. 
对 腹水 癌 硼 胞 进行 同样 试验 ， 分 
析 G.P., 工 P. 和 8.A. 三 部 蛋白 
质 的 活性 ， 工 未 显示 8.A. 部 分 
增加 。 | 
S.A. (fyi az) ALP ALS 
特异 合成 蛋 和 白质 ， 只 在 肝 RNA = FRNA Ag? (26038¢42K0-D./2EFt) 
处 理 后 的 腹水 瘤 独 胞 中 出 现 较 高 图 19 RIT RNA ACER BOK 


MALAY 2°/2 小 时 过 程 中 对 DL- 宫 
的 这 种 类 型 的 蛋白 质 合成 ， 除 了 ree 0 并 合 奉 的 影响 5 


每 分 钟 谢 数 /mg 和 蛋白质 (G.P. 和 I.P. x 10-*) 


RU RAT RNA 处 理 后 的 确 引起 


壮 胞 的 代谢 改变 ， 而 抑制 瘤 的 生长 牵 的 可 能 机 制 之 外 ， 还 为 外 源 
核酸 进 大竹 胞 后 引起 新 蛋白 质 合成 提供 了 另 一 查 料 论据 。 
新 近 奏 料 表明 蛋白 质 的 合成 需要 有 信息 RNA 和 微粒 体 RNA 


参与 。 信 息 RNA 的 研究 这 几 年 来 已 取得 很 大 进展 ， 上 一 讲 已 有 


论 及 。 在 烟草 花 叶 病毒 而 特别 在 噬菌体 (Ts) 进 入 大 肠 杆 菌 后 所 引 
起 的 新 的 核酸 及 蛋白 质 合 成 ， 提 供 了 了 解 蛋白 质 合 成 上 很 有 希望 
的 前 景 。 用 肝 RNA 处 理 腹水 癌 普 胞 后 引起 宿主 租 胞 出 现 肝 蛋 白 
质 (S.A.) 的 合成 ， 牛 满 江 认 为 也 有 可 能 是 肝 RNA 带 有 肝 竹 胞 的 
密码 而 控制 腹水 瘤 秋 胞 中 蛋白 质 合 成 的 类 型 。 

从 壮 胞 分 化 的 角度 来 看 ,经 肝 RNA 处 理 后 的 腹水 瘤 薄 胞 在 
接种 动物 后 的 长 瘤 率 降低 SO~90% , I BEI EA F A 3 2K 
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HBL LS, AKER DB, ABE A AR OR 
分 化 正在 进行 ,这 表现 在 糊 胞 正在 进行 肝 蛋 白质 (8.A.) 的 合成 上 。 
也 就 是 说 ， 正 在 进 符 形态 和 功能 分 化 前 的 物质 分 化 过 程 。 如 果 这 
种 解释 是 正确 的 , 则 Brachet 早期 提出 的 “RNA 是 普 胞 分 化 的 物 
质 基础 ”这 一 假 襄 便 得 到 进一步 的 理解 。 同 时 过 去 胚胎 学 家 收 慨 


通过 引起 猩 胞 分 化 来 抑止 肿瘤 生长 的 假想 也 有 了 前 景 。 


RNA 作用 于 硒 胞 的 机 制 ， 目 前 还 不 很 了 解 。 用 RNase 处 理 : 
使 其 水 解 (失去 大 分 子 烙 构 ) 后 即 不 起 作用 ,同时 用 OM 标记 后 分 
离 的 CO- 肝 RNA 碱 基 的 比 活性 比例 ,与 CO 腹水 癌 了 NA 分离 ， 
的 相等 或 近 于 相等 ( 见 表 5, 即 无 退 降 现象 )。 这 些 事实 使 牛 满 江 认 
为 肝 RNA 是 以 大 分 子 形式 进入 钵 胞 这 一 点 是 值得 注意 的 。 

H5 CI- 肝 RNA 和 COMME a RNA 水 解 产物 的 
分 布 及 其 放射 活性 比较 C39 


R NA 成 分 


材料 用 放射 活性 /分 钟 Bees Ree ke ee on 
(G) | (A) | (©) | 


一 -一 | eS ||) Sd COO" 


CC 用 RNA (200 微克 ) 47.7 | 8 |133.8| 225.3] 0.33 | 0.64 | 0.51 


A/U| A/C | C/U 


CRs oki RNA (200 微 克 )| 2.1 | 4.9] 7.7| 15.1] 0.36 | 0.61 | 0.59 4 


De Carvalho & Rand 等 Co] 同样 也 用 大 和 鼠 正 常 肝 RNA 处 理 
lf} Novikoff 肝癌 普 胞 后 再 作 腹 腔 接 种 ， 发 现 注入 的 狂 胞 多 和 盾 
集 烙 于 系 膜 血管 (静脉 ) 周 围 形成 小 辣 节 (85 匈 )， 只 巧 儿 形 成 实体 © 
(CE 6)。 切 片 观 察 小 千 节 内 和 帮 胞 富 含 极 性 分 布 的 糖 元 ， 核 -~ 质 及 | 


核 - 核 仁 比例 及 大 小 形态 极 象 正常 肝 壮 胞 。 其 他 如 生长 慢 , 不 易 移 


植 , 卉 不 引起 动物 致死 等 特征 表明 恶性 癌 普 胞 沟 过 正常 肝 RNA 
处 理 后 呈 一 定 程度 的 再 分 化 现象 SSO RNA 并 不 里 
引起 这 种 变化 )。 用 更 肝 RNA 处 理 亦 得 到 类 似 和 结果。 相反， MT 
SAR RNA 处 理 正 常 肝 锈 胞 后 再 作 同 样 接种 , 也 可 得 到 20 努 国 
的 长 瘤 率 ( 见 表 7)。 这 一 结果 是 由 于 肝 竹 胞 的 改变 抑 为 肝 冶 RNA ， 
的 直接 作用 ? (ESS DURE RNA 对 成 年 大 白鼠 进行 腹腔 内 注射 ， 
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ee 
IE RNA 为 对 照 作 同样 搂 种)。 精 果 均 能 引起 长 冶 ( 长 癌 率 分 别 为 
80% ,10%5 和 5 狗 )。 对 照 粗 为 阴 作 粘 果 。 表 明 肝 笨 胞 的 恶性 变 是 
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«APS RNA 所 引起 的 。 
K6 不同 器 官 RNA 对 Novikoff 肝癌 腹 膝 内 接种 的 影响 cl 
#1 别 | RNA 来 源 | 长 瘤 奉 (多 ) | 平均 死亡 期 | Bt AF) 
1 一 95 11, Bs 0 
2 > Se ie 94 6 0 
3 Foe BaF 95 6 0 
AOR ae 15 12 85 
5 it HE 100 6 5 


7 Att RNA xtie XK AT ae Je EA 


- & @| BNA 源 | KH a(%) | 平均 出 现 日 期 | BB AZ) 


4 


-一 一 一 | 一 一 一 一 | 一 一 | 一 一 一 -一 一- 一 -一 一 -一 -一 一 一 一 


1 一 0 en NP aie 
2 ae OSE 0 一 -一 
3 we 癌 20 15 5 


Griffin 等 ra 最近 用 大 鼠 肝 RNA 处 理 Novikoff 腹水 癌 帮 


，。 胞 7~ 芋 小 时 后 再 回 植 至 大 鼠 体 内 ， 也 发 现 处 理 过 的 癌 租 胞 的 恶 


性 大 为 降低 , 回 植 后 根本 不 长 瘤 。 而 对 照 组 〈 不 处 理 ). 的 长 瘤 率 达 


100%。 肝 RNA 沟 热 .冰冻 干燥 和 透析 后 即 失去 上 述 作用 。 更 有 


趣 的 是 从 大 上 鼠 寡 及 提取 的 RNA 对 腹水 瘤 普 胞 也 有 和 肝 RNA 的 


同样 作用 ， 作 者 认为 这 种 作用 不 是 肝 RNA 所 专 有 ， 别 的 胜 器 的 ， 


RNA 可 能 也 有 作用 而 井 无 器 官 特异 性 。 


类 似 的 工作 在 人 类 帮 胞 中 也 已 有 初步 实验 报导 。Weisber 


ger” UGE TTR AL MERAY FP LE I A, MIE 


ANSE FF He HL Py (SESE KE) , FALTIE HB AS BAL 
胞 (megaloblast) 后 , 即 出 现 贫血 病人 的 血红 蛋白 ,表明 贫血 病人 
MAMI RNA 也 能 改变 正常 血 狂 胞 中 蛋白 质 的 合 艳 过 程 。 

以 上 工作 似乎 表明 肿瘤 组 佬 RNA 可 以 引起 正常 秋 胞 的 恶性 
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25 TIE ML RNA Bu Ay AER 1 
BAA Mi SL, Boma RNA 对 正常 胚胎 ， 
AMIGA 5 LAPEER? Bebe EC IS FA Rous 肉瘤 RNA、 核 生 
7B Se Se _L A) 73 BBE PP ISG PR BEE (CAM) , pe 
种 后 6512 sD Ke 1535557 KOLA BER BLL ATS SEMA A PF 国 
HAE AR ALC CP RR MIE), ESS 4 BE a] 
起 CAM 产生 程度 不 同 的 异常 生长 : MMOLE RABE FF A 
胚层 局 部 增 厚 成 烙 节 , MUO. Sew. MIE, AO 
ff, RANE RNA 粗 积 化 学 反应 的 强 弱 与 戎 胞 增生 有 玉 瘤 样 生 长 的 】 
轻重 程度 平行 上 升 (图 版 三 ,图 20 a,b), Rous 病毒 在 第 七 天 引致 
CAM 形成 瘤 块 。Rous- 肉 瘤 RNA 及 核 蛋白 则 只 引起 早期 瘤 样 增 
生 。 此 项 工作 仍 在 继续 ,到 报导 前 仍 未 见 有 诱发 成 瘤 的 现象 。 胚 胎 国 
肝 在 Rous 病毒 作用 下 5~7 天 开始 有 出 血 点 出 现 ， 属 中 胚层 的 肝 国 
造血 站 胞 增多 ,其 RNA 粗 化 反应 显 较 正常 和 胞 强烈 ,形成 明显 
的 病变 灶 ( 图 版 三 ,图 2La,b)。 病 变 肝 上 清 传代 接种 CAM 毫 无 例 
外 地 能 引起 瘤 性 生长 。 同 上 作者 于 1963 AS VA, Se Se 
大 鼠 肝 瘤 提 取 的 RNA 及 DNP 进行 同样 接种 cs, 也 能 引起 CANM 
产生 同样 的 病变 ,严重 的 也 产生 瘤 瘤 样 十 生 (图 版 三 ,图 20c,22)。 
和 牛 满 江 cs] 最 近 以 Novikoff 肝 癌 RNA 浸 泡 的 琼脂 小 莱 接 种 CAM， 
发 现 有 30% HEH BAK, 最 后 虽 不 形成 瘤 块 ， 但 在 宿主 胚 肝 中 
发 现 有 大 量 异 样 的 半 胞 群落 ,认为 与 肝 瘤 RNA 的 作用 有 关 。 这 些 
， 交 料 表明 肿瘤 RNA 也 能 引起 胚胎 竹 胞 核酸 代谢 和 形态 上 的 改变 。 
EMDR SHR RNA 和 核 蛋 白 对 离 体 及 胚 内 胚胎 或 耳 膜 狂 
胞 和 肿瘤 普 胞 的 分 化 都 有 一 定 的 作用 。 但 是 作用 物质 以 RNA 为 上 
主 抑 以 蛋白 质 为 主 ? 作用 的 机 制 是 什么 ?目前 还 无 法 下 烙 论 。 从 
RNA 对 和 四 胞 内 蛋白 质 合成 的 作用 机 制 来 疝 ， 主 张 RNA 是 主要 甬 
BPM RUS Se RNA Wi ARABI, TE 
Fie De 3X — FY, A PP BEAK CEB EE : 
iSO HE ELA SE RPE ORS RE 国 
用 的 角度 来 进行 外 因 分 析 的 烙 果 。 在 对 诱导 或 分 化 问题 的 总 的 估 和 


人 全 


“和 乡 时 必须 注意 勇 一 重要 间 题 一” 和 胞 反应 系 竹 的 内 因 问 题 。 因 为 


“外 界 物质 引起 分 化 还 不 能 完全 认为 是 外 因 的 单独 直接 作用 ,决定 
分 化 和 条 胞 本 身 的 内 在 因素 是 分 不 开 的 。 已 有 资料 表 明 不 同 发 育 


期 的 同一 胚层 狂 胞 对 同一 外 界 因素 或 邻近 环境 可 以 作出 不 同 的 反 


应 ， 而 分 化 出 不 同 的 结构 或 粗 胞 类 型 。 反 应 系统 在 诱导 问题 上 一 
直 受 到 实验 胚胎 学 家 的 重 秽 ,在 互 oltfreter 及 Hamburger'*]"4 
粽 述 中 有 痒 炙 言论。 虽然 这 方面 的 工作 目前 也 还 不 能 下 千 论 ， 但 
”是 适当 衡量 内 因 和 外 因 的 作用 ,以 及 内 外 因素 之 问 的 关系 ,对 全 部 
理解 竹 胞 分 化 和 诱导 的 机 制 问题 显然 是 非常 重要 的 。 


H.R 萎 . 


核酸 的 生物 学 作用 目前 已 累积 了 大 量 资料 ， 特 别 是 新 近 在 信 
息 RNA 和 密码 假 郭 方面 所 取得 的 新 进展 ， 对 于 了 解 核酸 在 蛋白 
质 生物 合成 的 作用 机 制 上 提供 了 重要 的 线索 。 目 前 一 般 假 定 的 特 
异 RNA 3th BM RNA 的 模板 形成 ， 模 板 控制 特异 性 蛋 


白质 的 合 碟 由 而 决定 半 胞 的 特异 性 分 化 这 一 假 必 已 逐渐 得 到 次 


源 重视。 当然 这 一 理论 目前 还 不 驶 先 整 ， 中 间 还 有 不 少 关键 环节 
有 待 突破 。 拿 上 面谈 到 的 核酸 对 条 胞 分 化 的 作用 这 一 问题 来 裔 ， 
WM RNA 是 否 进入 糊 胞 ， 如 果 是 的 话 ， 进 太 壮 胞 后 双 如 何 起 作 
用 ? 是 带 大 信息 或 密码 , 按 模 板 复制 新 蛋白 质 以 引起 新 的 分 化 ? 抑 
起 诱导 作用 ,促进 新 的 (第 三 种 ) 竹 胞 代谢 的 形成 以 引起 新 的 分 化 ? 
如 果 是 前 者 ,又 如 何 与 宿主 四 胞 未 身 的 遗传 性 相 协调 ,能 否 和 如 何 
改变 其 遗传 性 ?有 什么 条 件 和 规律 ?如 果 是 后 者 ， 则 诱导 或 促进 
的 机 制 是 什么 ? 这些 问题 我 们 目前 还 一 无 所 知 。 其 他 环节 中 的 许 
SMB, AMR BIE SZ, ASMA AE ee 
fie EO PEN, ETRE a) PEE T — eee A Le 
ft, BIR BRAT DLW (LAR ABE RE 9 

(一 ) WII RRR RNA SAH @ePE BUTE ZS IE 
AB WF SLB —- BCH FE EY ESA eS HL 


意义 。 目 前 还 不 能 简单 地 认为 RNA REBATE BORE IN 


mers: 1 Meas 


为 止 还 是 不 能 下 最 后 结论， 但 是 从 狂 答 者 本 身 和 在 范 导 过 程 中 相 ， a 


LV «, 229i, 2a. wt we Wk ea NN ee, Pes Lae. i! “se ‘sk 时 if i> 
PO A EE an EO DUN Ce ee a TS ARR eek Oe ae 4 
' 1 人 TEA NY : A fe Sa ty" ae al 站 ons, ayy one c OL ty td 了 
: . 有 Oe Ve Ate ie et bil?) ne 上 Ae vy! 
é 4 4 « is k 
Y ‘ 4 ve! 


JT, (A AEN, Sy A EE A CH 
括 RNA 7ePy), AEN: PIERS TE AR Ea A PB 
BERLE» WORE, GIDE «++ ) ART SER, SO 
出 现 、 分 化 与 消长 , KAT GPRD RES, ARS 四 
料 已 沟 证 明 它 们 和 核酸 及 蛋白 质 的 合成 有 密切 的 关系 。 1 

(=) 在 器 官 分 化 过 程 中 ，-- 般 查 料 表明 在 与 竹 贸 分 化 的 同时 
时 ， 核 酸 和 蛋白 质 的 合成 也 相应 增高 。 凡 是 生长 或 分 化 旺盛 的 
粗 积 和 分 这 活跃 的 帮 胞 都 有 高 度 核酸 -蛋白 质 的 合成 过 程 。Fina- 
more 提出 “核酸 是 发 育 代谢 的 钥匙 ”的 说 法 虽然 似乎 有 点 过 分 强 1 
涯 ,但 从 现 有 的 实验 资料 来 看 , 确 也 反映 出 这 是 一 种 普 逼 现象 。 国 

(=) 在 早期 胚胎 分 化 过 程 中 具有 诱导 作用 的 粗 雁 者 或 诱导 胃 
者 的 族 导 物质 基础 是 什么 ?这 个 多 年 等 论 不 休 的 问题 虽然 到 目前 装 


领 相 纺 的 核酸 及 蛋白 质 代 澳 率 二 高 ， 外 源 核 酸化 合 物 具有 冲 导 作 
用 的 资料 看 来 , 核 蛋 和 白 的 作用 是 肯定 的 。 4 

foe £3 "PUI IE EAR BATE ETE ERR Be DE Far 
这 是 目前 存在 的 主要 分 歧 。 以 Yamada 为 代表 的 一 些 学 者 认为 
器 官 提取 物 的 区 域 性 诱导 作用 主要 是 蛋白 质 所 引起 。 只 有 区 域 特 】 
异性 而 无 器 官 特异 性 。 评 导 物 泾 热处理 后 可 以 改变 这 种 区 域 特 异 
性 ,这 种 改变 可 能 是 由 于 蛋白 质 的 分 子 糙 构 发 生 了 改变 (质变 ) 所 
引致 ， 这 其 中 还 有 Toivonen, Nieuwkoop 及 Daleq SAW A ial © 
Fie. WoL Brachet 和 和 牛 满 江 为 代表 的 一 些 学 者 , VRE 
的 翘 导 物质 主要 是 核酸 (RNA)。 后 一 作者 井 主 张 区 域 性 艺 导 作 昨 
用 可 能 是 核酸 的 特异 性 所 引起 ， 因 而 提出 特异 诱导 者 可 以 产生 特 由 
FED ARB. MCORP ARE RNA 分 别 引起 离 体 桥 胞 j 
代谢 和 对 竹 胞 分 化 所 可 能 起 的 作用 。 但 是 他 所 用 的 实验 材料 和 是 
IRs REAM) 的 性 质 不同 ， 直接 用 来 解释 胚胎 诱导 者 的 区 | 

域 性 锈 导 关 系 还 有 一 定 距 离 。 

BAR, SEW LMA SSW GSB i RNA 起 主 | 

杰作 用 还 需要 进行 更 直接 和 更 锈 致 的 工作 。 p 


235 一 


are ote ai, ¢ ¥4 
: PLA ey | we Pay 
iy PR , PP At y ¢ 
t i Aa ak 4 Aly yas ‘ 
COP} a cB 名 sy VSR Oa , 


1m ) \ aR ’ ’ 
Peay ee A ARE ce 
ih ~ han ia. 所 1S a 7 
Tse. 和 二 7 《 
VES Oo) AA aie a a 
J fe eee yey iy ry 4 4 
ae yds , 
了 1 mw 7 "leis ¥ i : > 


SEITE ASEH), ERE OPAL e ew 

KERR AEARD MM, bis tes He 

ESR A EE BY HE: (内因 ) 起 主导 作用 ， 
内 外 因素 之 问 的 关系 是 什么 ,都 是 极 值得 重 观 的 问题 。 

(四 ) Sake RNA 处 理 离 体 和 胞 后 引起 宿主 特 胞 蛋白 

质 合成 上 的 改变 是 近年 来 继 噬菌体 感染 大 肠 杆菌 引起 新 蛋白 质 合 


成 后 的 另 一 重要 进展 。 它 答 信 息 RNA 和 密码 假 襄 提供 了 一 些 新 


的 资料 ， 进 一 步 表 明 进 入 离 体 邦 胞 的 器 官 或 组 禾 RNA 可 能 以 它 

们 带 来 的 信息 或 密码 来 控制 宿主 箱 胞 的 蛋白 质 合成 。 
AW, URE MR RNA 处 理 腹 水 瘤 粗 胞 后 可 

以 降低 肿瘤 儿 胞 的 恶性 程度 (降低 长 瘤 率 80~9025); 而 从 肿瘤 粗 


LILA RNA 可 以 引起 正常 翻 胞 的 恶性 变 。 无 疑 ， 这 对 于 了 解 


癌变 机 制 和 控制 肿瘤 生长 将 具有 重要 意义 。 从 帮 胞 分 化 角度 来 
看 ， 这 些 工 作 提 供 了 核酸 改变 壮 胞 代谢 由 而 普 导 和 交 胞 分 化 的 直接 


资料 ， 也 为 今后 了 解 核酸 与 秋 胞 分 化 的 关系 机 制 和 进一步 控制 普 ， 


胞 分 化 提供 了 美好 的 前 景 。 
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第 十 一 齐 “核酸 与 肿瘤 病 
因 的 关系 
a a 
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上 ,肿瘤 井 不 限于 人 类 ,而 是 整个 生物 界 一 个 相当 普 束 的 现象 。 多 
种 动物 和 某 些 植物 ， 从 最 低 等 到 最 高 等 ， 都 有 肿瘤 为 患 "9]。 
肿瘤 组 生 在 生物 学 上 的 基本 特征 ， 无 诠 在 动物 个 体 或 植物 个 “ 
体 上 ,都 非常 近似 ， 那 就 是 生长 不 受 原 机 体 调 节 体 系 的 制 狗 ， 竹 胞 
代谢 旺盛 ,与 原 相应 粗 积 比较 , 呈 无 定型 的 精 构 状态 ， 向 周围 侵 延 二 
或 向 远方 生物 ， 严 重地 威胁 荐 生物 的 成 长 及 才 命 天 机 二 和 下 全 和 

的 共性 ,在 生物 界 是 极为 少见 的 现象。 

”一 个 正常 条 胞 处 于 何 种 状况 , 受 了 哪些 因素 的 作用 ,本 身 双 沟 
历 了 什么 步 有 又 ,从 而 发 生 了 质变 ,形成 肿瘤 普 胞 ,这 一 过 程 涉及 一 


Dil 


FRIAS Ze le DL» SER A eS 因此 , 肿瘤 “ 


研究 虽然 已 沟 进 行 了 几 十 年 ， 却 始 移 未 能 从 根本 上 关 明 恶性 变 的 
原因 及 其 发 生机 制 。 因 此 ， 在 医学 上 渤 今 还 缺少 防治 肿瘤 的 根本 “ 
有 效 的 措施 。 q 

EASES 40 4E AR DISK , AE rE LE Wo ER TA 


心 的 进展 ,出 现 了 两 个 具有 划时代 意义 的 飞跃 ;一 个 是 探索 问题 的 时 


fe EU AF BSE Hh A UIA ZB BS AT EAB BE 
清 了 决定 个 体 遗 传 性 质 的 根本 物质 不 是 蛋白 质 而 是 核酸 。 这 两 个 
互 大 的 变化 ,对 肿瘤 学 以 及 生物 学 其 他 学 科 分 支 的 发 展 ,产生 了 极 恒 
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为 深刻 的 影响 ,从 而 使 生物 学 一 系列 根本 理论 问题 的 研究 , 面 狐 为 
之 一 新 。 a gaa 

RRR RAUL AAs We, RE A NATL As TS, BD 

RAL EMIS ABP > TT ELE A 5 J BY Fz ESE 

系 方 面 ， 新 的 规律 代替 了 原 有 的 规律 。 从 近年 来 病毒 生化 研 宪 可 

以 得 出 千 论 3sasy2os9: 构成 有 生命 个 体 的 最 必需 的 物质 是 核 蛋 

白 体 , 而 核酸 是 遗传 信息 的 戴 体 和 传递 者 , 在 个 体 生 长 、 繁殖 、 变 
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， 有 着 极为 密切 的 关系 ;有 趋势 认为 核酸 分 子 的 改变 ,是 癌变 最 关键 
的 始 动 环节 。 因 此 ， 本 广 拟 在 以 上 数 讲 全 面 介 帮 了 核酸 的 烙 构 与 
功能 的 基础 上 ， 着 重 就 核酸 与 肿瘤 病因 的 关系 方面 的 若干 工作 与 
观点 作 一 简单 的 叙述 。 


二 、 核 糖 权 酸 与 组 胞 生长 和 分 化 的 关系 
自从 Caspersson5“"] 和 Brachetc 首先 发 现 核糖 核酸 〈 以 下 


简称 RNA) 和 和 蛋白质 的 生物 合成 的 关系 以 来 ,利用 微生物 、 动 物 


_ 硒 胞 所 进行 的 体内 体外 大 量 实验 结果 一 致 表 明 ， 可 深 性 核糖 核酸 
《Cs-RNA ) 起 着 转运 氨基 酸 的 作用 上 六)， 核 肛 微 粒 〈Fibosome 即 
RNA 蛋 自 复合 体 ) 是 蛋白 质 合成 的 主要 场地 cs%re。 大 家 认为 在 
核 肛 微 粒 上 顷 基 酸 按 一 定 顺 序 排列 和 连接 起 来 , 合成 肽 链 , 其 后 ， 
再 狼 过 目前 还 不 了 解 的 步 屋 ,最 终 合 碟 分 子 大 小 不 同 、 构 型 不 一 的 
特异 性 蛋白 质 。 

Gierer 和 Schramm!**] 及 Fraenkel—Conrat!*¥] 等 于 1956 
”年 同时 上 自 烟 草花 斑 病 毒 成 功 地 分 离 出 有 和 致 病 活 性 的 RNA， 为 
RNA. 传递 遗传 信息 和 决定 特异 蛋白 质 合成 的 性 质 提供 了 直接 的 
证 据 。 这 种 RNA 钩 多方 证 明 是 高 聚合 的 单 链 多 核 苷 酸 分 子 ， 分 
子 量 狗 在 200 万 左右 ， 含 有 狗 6000 STH, 以 它 直 接 感 
染 烟叶 钥 积 ,可 以 引起 和 完整 病毒 完全 一 样 的 病变 作用 , 襄 明 在 烟 
叶 的 受 染 秋 胞 内 必 有 RN A. 的 复制 和 病毒 蛋白 质 的 合 抵 ， 否 则 就 
没有 病毒 的 产生 ， 也 就 不 会 致 病 。 在 这 里 明确 地 反映 了 RNA 是 
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158 个 氨基 酸 ,这 种 蛋白 质 不 具有 感染 性 。 】 
Gierer 和 Mundryc2 等 以 亚 硝酸 作用 于 烟草 兹 班 病 毒 4 
RNA, 使 RNA 分 子 上 觅 掉 一 个 气 基 以 后 , BOSE 


“ 现 烟 叶 上 有 新 的 病灶 出 现 ， 才 明 产生 了 病毒 的 变异 株 。 分 析 这 种 
变异 株 病毒 的 蛋白 部 分 ,有 一 氨基 酸 恰 好 被 另 一 氨基 酸 所 取代 。 这 “” 国 


个 实验 显示 了 RNA 所 带 有 的 遗传 信息 是 由 其 核 苷 酸 的 棚 成 和 排 ” 国 


烈 决定 的 ， 信 息 传递 是 通过 蛋白 质 的 扎 基 酸 的 钥 成 和 排列 反映 出 ， 国 
来 的 。 


Nirenbergs 和 Matthaeirstbse55] 在 大 肠 杆菌 的 无 粗 胞 体 和 柔 中 4 | 
WMBEMAN LA is RENE TH (polyuridylic acid) 以 
后 , 有 多 葵 丙 氨 酸 合成 的 情况 。Ochoa SERS A BIL IEFE RH 
碑 实 验 上 作 进 一 步 观察 "sz7%70。 他 们 用 含 两 种 或 三 种 核 碱 的 ， 


”多核 昔 酸 加 入 同样 实验 系 竹 ， 以 更 多 数据 揭示 了 核 苷 酸 的 组 成 排 
PS FEARS, 29 RNA ACEH 


HOB SEBEL CL T EWU SCN REHE. a 
1960 EDK, 在 多 种 病毒 中 广泛 地 证 明 活性 RNA ORD 


基础 上 ,在 正常 及 肿瘤 租 胞 方面 ， 下 现 几 位 作者 报告 的 关于 RNA < 


对 狂 胞 分 化 的 影响 的 工作 ,很 值得 注意 。 q 

De Carvallo'*] DAK Novikoff 肝癌 的 RNA 提取 液 ， Eo 
PRADEEP AMINED » ASH PPT AML LE A TE BUI 15 
天 以 后 ， 观 察 到 在 这 些 动物 中 20% 有 肝 尊 胞 形成 瘤 样 车 节 的 变 
tt, KZ, BABAR RNA 提取 液 作用 于 Novikoff 肝 是 


交 赤 胞 ,然后 再 注入 正常 大 鼠 体 内 , 则 见 癌 硼 胞 的 成 活 生 长 李 较 对 


照 组 大 为 降低 ( 表 1 )， 而 且 在 少数 成 癌 的 组 答 里 还 发 现 有 趋向 肝 国 


壮 胞 案 状 排 烈 的 变化 。 


PTL? 以 小 鼠 艾 氏 腹 水 癌 狂 胞 为 对 象 , 进 行 了 和 De Car- 
vallo FIRM Sik, RUM IERT RNA 作用 后 ， 再 注入 
BUA, ao LEU LY EAE CSE BH Hd BaF eee 10% & 
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$1 KASH RNA 提取 法 对 Novikoft 


MF He EJ EW 1G HE RW 23k 
ER 
| aie 95 6 Maas 
2 | xk BMH 94 | 6 0 
3 KE F 95 3 6 | 0 
4 AK B it ie 15 12 85 
5 it 癌 100 6 5 


Ais HDB AMIUET OLA» Ret RNA Shee iy AONE 
非得 了 合成 血清 蛋白 的 功能 ,很 象 诱导 分 化 效应 。 后 来 , 牛 满 江 51 
BH Novikoff 肝癌 的 RNA 接种 于 鸡 胚 尿 吉 膜 ，5~7 oa 
20% 在 接种 区 附近 有 异常 生长 现象 但 汐 再 传代 后 没有 得 到 肯 
的 恶性 变化 。 


一 最近， Griffin 和 O’Neal!?*3 也 重复 了 De Carvallo 实验 FE 


RIVA WE RNA ode DU Ih EE LAE A HE FS 
| Se TTI nj (sickle-cell anemia) #2 — fp 3k fH HE HK 

B. DEXA LE ROM Ie 
ALE BRAT AE, PARRA LWA A RS EO, 
从 而 产生 了 基因 变异 ,因此 有 人 也 称 这 种 疾病 为 “分 子 病 ?。Weis- 
berger!) 把 自 灸 刀 形 攻 胞 贫血 病 患 者 的 红血球 提取 的 核 蛋 白 ( 含 


DNA 80%; RNA 10 儿 ;蛋白 10 多 ) 作 为 作用 物 , 与 正常 未 成 熟 红 


”面条 胞 保温 ,然后 再 分 析 红 血亲 胞 的 蛋白 质 的 硼 成 , 经 电泳 、 柱 层 
析 及 指 印 等 方法 观察 ,发 现 有 异常 血红 蛋白 合成 。 核 蛋 自作 用 物 狼 
核糖 核酸 酶 、 晚 气 核糖 核酸 酶 及 胰 蛋 白 酶 作用 , 烙 果 表明 有 效 部 分 
是 RNA。 由 此 ,他 认为 这 种 异常 血红 蛋白 的 出 现 , 是 由 于 RNA 带 
天 新 的 遗传 信息 所 造成 的 ,这 种 RNA 起 着 一 个 新 的 模板 的 作用 。 

ose bate rua doen 


性 变异 和 生长 ， see 为 重要 的 环节 ， papers rth 


—~ 207 -= 


fae 四 Sh 用 as ~ ) 
ot bel es ‘ tot “hea 
' =P alates bai 站 a ) nit . 网 oe 
Kha a ig ua ee? ; Ps 
iy ‘ k ig 5 hs 4 hy : W Whee Y 7 
ae oy ral ht TWO 4 


. 有 = = = we « . a > v aes a 
i lice” 2 eae Ms he eee SS 
as 


73 
on 


原因 的 研究 工作 中 ,无 疑 占有 非常 eae a 


=| |R-ARURDRE REP 5 unas FE ER 


PERU BER (DLT fits DNA) 522 a ike OP AMA 
KRERDD. MADR KROME, DNA wb I 
#58, A MLR KR RNA, R& DNAs 在 其 进入 成 “ 
S09 SPRUE DA Jes » RM BN Sz ke PE RAT, 
| AURA LUE RM. Wie EA, PE, 
DNA 与 遗传 的 关系 是 非常 密切 的 了 。 : 
开始 深入 探讨 遗传 变异 的 生化 本 质 的 工作 ， 32 E1944 
Averyc9 等 人 首先 获得 成 功 的 。 他 们 将 带 鞠 膜 的 肺 类 球菌 的 DNA 
提取 出 来 ,然后 加 之 于 不 带 茨 膜 的 同属 肺炎 球菌 的 培养 基 , 灼 过 保 
温 以 后 ,发 现 后 者 就 会 变 为 前 者 ,而且 可 以 传代 , BA DNA 有 将 
一 种 下 菌 的 特征 带 给 另 一 种 硼 菌 的 作用 ,换言之 , 即 DNA 是 决定 
Alf Es (FER ,当时 称 之 为 转变 因子 。 在 Avery 等 这 一 
工作 获得 肯定 结论 以 后 ， 其 他 学 者 在 流行 性 感冒 菌 2、 大 肠 杆 
WO), WERE BES? 等 微生物 中 进行 了 类 似 的 工作 ;证 明 DNA 不 仅 ， 
能 引起 血清 学 性 质 的 改变 ， 而 且 也 可 使 对 药物 的 敏感 性 或 某 种 特 
殊 营 养 物质 的 利用 发 生 改 变 。 
病毒 是 核 蛋白 体 。 大 肠 杆菌 的 病毒 -噬菌体 是 _DNA- 蛋白 4 

44S , FRU Be ATE I AE Wy hE EAD, PG 
种 病毒 的 复制 过 程 来 了 解 DNA Pith BE BMA, 如同 用 


烟草 花 班 病毒 RNA 研究 RNA 与 蛋白 质 生 物 合成 的 关系 一 样 ， 


是 极为 理想 的 实验 模型 材料 。 近 几 年 来 ， 这 方面 的 工作 正和 上 述 “ 
RNA (OIE RIE 突飞猛进。1952 年 Hershey 和 Chasecs 
用 8$s 标记 蛋白 部 分 ，Ps? 标记 DNA, WHAT, EAB 汪 
噬菌体 在 感染 宿主 租 胞 时 ， 进 大 菌 体 的 物质 97 女 是 DNA, RA 
只 占 3 纱 。 换 车 之 , 即 噬菌体 的 蛋白 外 壳 全 部 被 留 于 条 胞 膜 以 外 
和 精子 DNA PEA SPAIN, DUA SERED, RAE 
这 部 分 DNA 决定 着 子 代 病 毒 的 合成 。1956 年 以 来 若干 学 者 对 
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由。 型 噬菌体 在 大 及 杆 菌 内 的 复制 过 程 作 了 更 为 深 和 大 的 生物 化 学 
分析 cs。 发 现 噬菌体 DNA 井 不 是 直接 一 下 子 就 合成 病毒 的 ， 
而 是 沟 过 一 系列 的 步骤 。DNA 进 太 菌 体 后 , 先 要 有 新 种 RNA 和 
一 些 酶 的 合成 。 这 种 新 种 RNA 所 含 的 核 碱 组 成 比值 和 T。 病 
毒 -DNA 的 核 碱 租 成 比值 相对 应 〔 现 称 之 为 信使 RNA (fife 
mRNA)), ANUS CHET DNA 所 带 着 的 信息 ， 是 蛋白 质 合 
成 前 所 必需 的 中 间 物 质 ， 是 信息 的 传递 者 。 由 此 总 结 出 的 遗传 信 
”总 传递 的 完整 的 生化 机 制 或 路 北 应 该 是 : DNA 一 RNA 一 特异 蛋 
白质 ) 其 中 DNA 是 遗传 信息 的 载体 ,是 决定 者 ,是 起 点 ， RNA # 
“中间 传 递 体 ,蛋白 质 是 信息 的 体现 者 。 
T, 型 噬菌体 的 实验 灶 果 ， FORE AAT, MR RE 
制 过 程 的 内 在 机 制 。 在 高 等 生物 的 普 胞 ， 如 胚胎 竹 胞 分 化 为 具有 
。 特殊 功能 的 和 胞 ， 正 常 秋 胞 演变 成 为 肿瘤 狂 胞 ， 虽 其 情况 比 病毒 
。 复制 .变异 远 为 复杂 , 但 其 调节 机 制 的 变化 , MER 
RM, WAT PR. AIR RIA 
AG UII IE ANTE» TLL CER EAB LESTER 
it DNA 一 RNA 的 关系 做 了 不 少 很 有 意义 的 工作 。 
Allfrey 等 在 分 离 小 牛 胸腺 的 略 胞 核 的 实验 里 首先 观察 到 核 
内 氨基 酸 也 可 井 合 到 蛋白 质 的 情况 。 其 后 ， 一些 作 者 以 O:4- 氨 基 
” 酸 也 进行 了 不 少 类 似 的 研究 ， 诞 实 了 核 内 确 有 独立 进行 的 蛋白 质 
生物 合成 的 体系 ,而 且 其 反应 过 程 和 泛 径 与 浆 内 机 制 完全 一 样 , 即 
。 核 内 也 有 核 须 微粒 作为 蛋白 质 合成 的 场地 C9。 因 此 ， 人 们 就 推测 
“ 喧 竟 核 内 的 核 胸 微粒 与 浆 内 的 有 何 关 系 和 区 别 ? 二 者 虽然 在 蛋白 
质 谷 成 的 功能 上 基本 一 致 , 然 其 它 方 面 如 烙 构 ,特异 性 等 是 否 完 公 
相同 ? APOIO EE PI OY A? 这 些 问题 对 于 
了解 和 胞 分 化 .变异 和 肿瘤 普 胞 的 形成 机 制 很 重要 ;但 目前 由 于 实 
哈 方 法 条 件 的 限制 ， 还 没有 得 到 最 后 的 和 结论。 有 人 认为 粗 胞 浆 内 
的 核 肝 微 粒 都 是 核 内 合成 好 而 后 移入 胞 浆 的 ， 也 有 人 报告 糊 胞 浆 
内 核 须 微 粒 可 以 自行 复制 ,其 貌 不 一 [se7e。 
DNA 只 存在 于 核 内 。 若 承认 DNA > RNA 一 特异 蛋白 质 
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AE MEE EY, RASS RNA REARS 
核 呢 ? RBA, RRS, (RR 
KK, AMM LAKES. KENAMRARBIER 

表明 ,的确 RNA 前 身 物质 先 井 合 到 核 ， 而 后 见于 胞 浆 。Ammano — 
Al LeBlond™) 还 在 多 种 动物 棚 积 观 察 到 RNA MSMR BB 。 


出 现在 核 仁 及 染色 颗粒 部 分 。 因 此 多 数 人 认为 全 部 RNA MEE 


核 内 合成 的 ， 这 样 也 比较 符合 遗传 信息 传递 的 一 般 机 制 ( 即 国 
DNA->RNA- 蛋 白质 )。 但 另 有 一 些 作者 报告 了 不 同 的 糙 果 ,也 
提出 了 不 同 的 看 法 Co?5s91， 如 Perry) SDE St 


个 Hela Mi, RBIS, ARR ABS 上 


RNA 是 由 核 内 合成 的 , 但 也 有 10% 左右 可 在 浆 内 自行 复制 。 此 
Ht Ril Gieogiov'*) 等 进行 了 艾 氏 腹水 瘤 粗 胞 核 千 构 和 功能 的 研 
究 ， 观 察 到 在 核 仁 -染色 质 复合 体 上 可 以 合成 分 子 大 小 不 同 的 了 
RNA， 其 高 分 子 RNA 的 核 背 酸 粗 成 比值 与 核 胸 微 粒 上 的 RNA 
有 显著 不 同 ， 前 者 的 G+O/A+U 为 1.1~I1.2， 后 者 的 比值 为 


.5~1.6 (G 代表 饲 便 顺 喻 ，0 代表 胞 喀 啶 ，A 代表 腺 嘎 哈 ,0 代 国 
表 尿 喀 喧 )。 作 者 还 进一步 分 析 了 DNA 的 核 苷 酸 租 成 是 AT 型 ，。， 
”而 核 仁 -染色 质 旺 粒 上 的 RSA 则 有 两 个 粗 成 部 分 ; 一 为 强 GO 型 ， 


另 一 为 强 AU 型 。 4 

DNA 如 何 控制 RNA WAR? RNA Rie HE 4 a 
质 的 合成 以 传递 信息 ? ARV OMA A EA 
定 的 rosbsoss7070。mRNA 与 DNA 在 核 碱 比 例 上 互相 对 应 ， 上 


在 微生物 实验 中 已 得 到 广 明 re。 动物 条 胞 上 的 观察 虽 不 多 ; 但 


是 Sehaltissektes] Ze FF mx, Sibatani 等 ce fea WANN eA 
已 发 现 有 寿命 短 的 ， 核 碱 粗 成 比例 和 DNA 相对 应 的 mRNA 存 
在 。 但 在 肿瘤 秋 胞 方面 淋 无 类 似 的 报导 。 4 

DNA 一 RNA 一 蛋白 质 ( 酶 ) 信 息 传 递 学 说 正在 澄清 以 往 有 关 
肿瘤 发 生 原 因 的 种 种 假 谣 和 推荐 ,如 Miller 和 Miller' 1 根据 偶 
FOR PE BR AR TE “ORS ERY 假 
me, Warburgt?? 所 认为 的 细胞 呼吸 隐 碍 是 肿瘤 的 原 发 机 制 的 假 
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Rt ena ma 
‘a ae 
放生 
JE Miller 和 Miller 的 假 导 ， 主 张 “ 核 蛋白 模板 的 于 失 ” 是 恶性 变 
“的 根本 原因 。 此 外 近来 烦 引 人 注意 的 肿瘤 病毒 病因 学 避 正 是 由 于 

得 到 病毒 生化 、 章 传 生化 尤其 是 活性 核酸 的 实验 的 支持 受到 念 来 ， 


AI HE tH. 


1, iP A RARER 
在 实验 动物 上 肯定 能 引起 肿瘤 的 因素 可 分 为 三 大 类 : WEA 

素 、 化 学 因素 和 病毒 因子 。 条 件 不 一 ,但 三 者 在 生物 学 上 的 后 果 是 

“一致 的 ， 即 都 是 使 正常 普 胞 变 为 生长 不 受 控制 的 肿瘤 竹 胞 。 三 种 
手段 不 同 ， 而 异 途 同 归 ， 那 么 三 者 的 中 矢 之 “的 ”是 否 都 是 核酸 

WE? 从 下 述 的 在 病毒 学 、 微 生物 遗传 学 中 所 获得 的 有 关 核 酸 的 生 
PrP REA DBR, PPAR ERAN), XE, ROME TE 
些 化 学 物质 (如 煤化 类 等 ) 对 微生物 是 致 变异 因素 ， 对 动物 就 是 致 
RASC; 若干 抗 核酸 代谢 物 (如 5- 氟 尿 喀 啶 等 ) 有 抑制 某 些 肿 
瘤 生长 的 作用 ， 而 在 病毒 繁殖 方面 的 实 骏 中 ， 则 证 明 有 使 病毒 产 
和 具 变 异 的 功能 c]。 这 些 生物 效应 上 的 一 致 性 , 从 化 学 方面 的 直接 

” 的 或 间接 的 分 析 车 果 看 ， 都 可 妃 渭 出 核酸 分 子 的 变化 是 最 关键 环 
节 。 病 毒 核 蛋白 进入 竹 胞 引起 恶性 变 的 事实 ， 更 加 明确 地 反映 了 
核酸 在 肿瘤 竹 胞 形成 过 程 中 所 占 的 地 位 。 

用 肿瘤 钥 黄 分 离 出 含 核酸 较 高 的 亚 半 胞 是 粒 即 可 移植 为 同 种 
肿瘤 的 现象 ,是 Rous re2 于 1911 年 在 鸡肉 瘤 上 (后 称 之 为 Rous 肉 
瘤 ) 首 先 肯 定 的 。 其 后 陆 筑 在 不 同 动物 如 昆虫 .青蛙 、 角 类 、 禽 类 、 
DBF, SHEE PRAHA, 在 
植物 中 也 有 类 似 情 况 C。 据 不 完全 和 芋 计 ， 现 在 基本 上 肯定 的 肿瘤 
病毒 因子 已 不 下 30 余 种 。 和 采用 新 生动 物 ( 如 初生 鼠 )、 粗 鞭 培 养 和 
电子 显 微 镭 等 新 技术 , 1950 年 以 来 所 作 的 形态 、 生 化、 免疫 等 方面 
的 分 析 ， 都 旭 明 肿瘤 病毒 在 基本 性 质 上 和 传染 病 病毒 没有 明显 的 
差别 Co。 

常见 的 几 种 动物 肿瘤 病毒 有 的 只 含 RNA, AHWR DNA, 
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雪人 儿 种 肿瘤 病毒 的 oy Hp C48 : 
it Woon 毒 宿 | EZ “ “et 


LOU'S copa ak aa a 
多 发 肿瘤 RKB, we DNA 
Shope FLAK Lis | 核 DNA. om 
Rous Aya 小 鸡 浆 RNA 

Ba AM Ae HB AE re 小 - 鸡 浆 RNA 
淋巴 瘤 AKA Og 浆 ? 
FLERE C;H 小 BR 浆 » 


aeRO RAE, RNA 5 2 EAMG, DNA 
病毒 则 多 见于 核 ( 表 2 )。 4 
; SF HSIRIESEAG IN PVE, ALCOR 
FRA ENE AUR PeENs JU AIEEE 
CAD RS EB RIC 以 可 的 松 〈cortisone) 处 理 正常 鼠 ， 
可 导致 肿瘤 的 生成 me; 低 白血病 株 小 鼠 瘤 又 焰 照 射 引起 了 和 白血病】 
后 ， 可 以 用 这 种 动物 的 无 戎 胞 过 滤液 将 白血病 传 葵 同 种 其 它 小 ， 
BOT) 等 生物 学 实验 , 吉 明 体内 很 可 能 有 潜在 形式 的 病毒 。 肿 瘤 国 
病毒 引起 竹 胞 亚 芭 性 变 的 机 制 ， 由 于 工作 做 得 很 少 ， 还 没有 得 出 精 
论 。 从 噬菌体 进 太 易 感 的 四 菌 可 以 引起 宿主 遗传 构 型 的 改变 和 从 ， 
qi DNA 转变 因子 实验 烙 果 看 ， 染 色 体 的 组 成 部 分 有 可 能 从 一 
个 条 胞 传 太 另 一 个 攻 胞 而 发 生 作用 。 换 慎之， 无论 是 尊 胞 本 身 遗 ， 
传 物质 内 部 的 改变 或 是 外 界 的 病毒 的 侵入 ,这些 新 的 遗传 因素 ,都 
有 可 能 通过 不 同 的 途径 来 影响 和 改变 普 胞 原 有 的 代谢 规律 。 有 人 
推 花 认 为 新 引入 的 病毒 可 以 作为 一 种 稳定 的 独立 自主 的 模板 ， 主 ， 
这 着 新 的 代谢 体系 的 形成 ， 从 而 使 租 胞 绸 节 机 制 发 生 了 根本 的 变 ， 
化 re。BRogersre 在 Shope 乳头 状 瘤 病 毒 感染 过 程 中 观察 到 条 
胞 内 出 现 了 一 种 特异 的 精 氨 酸 酶 ，Haddad 等 2 4y oe em J 
母 秋 胞 场 生 症 病毒 繁殖 区 有 和 病毒 密切 相关 的 三 磷酸 腺 昔 酶 的 合 国 
成 ， 都 支持 这 种 看 法 。 此 外 ，2Zilberc"*] 根据 Shope 病毒 感染 家 量 
更 、 多 发 肿瘤 病毒 感染 地 和 后 不 能 从 瘤 组 秩 再 分 离 出 原 病 毒 时 
(masking 现象 )529 等 事实 ,提出 了 自己 的 见解 ,他 认为 病毒 并 非 时 
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在 癌变 过 程 中 自 始 至 灼 都 参与 作用 。 一 个 正常 秋 胞 演化 成 肿瘤 炎 
胞 是 由 于 在 原 攻 胞 的 遗传 结构 上 贿 太 了 外 来 的 遗传 信息 的 结果 ， 
国 此 是 杂交 (hybriqization) ， 而 不 是 变异 。 按 照 这 种 想法 ， 他 
SES DMA ae RAE ERE R ES TT 
J, Pod RS BY 

pa ES Wy ULE AEE RPS HEB HE LB AT a 


BEA, WM VIBE HARRAH FISERE e 
RNA 和 肺炎 球菌 等 DNA 转变 因素 工作 的 启发 ， 从 肿瘤 病毒 或 


由 其 产生 的 肿瘤 粗 夺 中 分 离 有 致癌 活性 的 核酸 ， 已 取得 若干 成 


“多 发 肿瘤 (polyoma) 病 毒 可 以 感染 不 同 种 的 鼠 类 (小 白鼠 、 大 


- 自 鼠 、 地 鼠 、 豚 鼠 )， 在 同一 动物 体 可 以 引起 多 种 粗 积 发 生 恶性 变 
《可 达 23 种 之 多 )[579。 这 种 病毒 具有 传染 性 5s8s9， 因 此 和 一 般 传 
染病 病毒 的 愉 限 不 易 划 分 ;由 于 它 只 含 DNAr5e9 ,在 这 一 方面 和 噬 
- 菌 体 化 学 硼 成 相似 , 另 一 方面 ,其 作用 和 多 菌 中 所 见 DNA 转变 因 
素 的 作用 双 很 相 象 , 因此 按照 DNA 一 RNA-~ 蛋 白质 路 线 进 行 核 
酸 与 肿瘤 发 病 关 系 研究 的 十 分 理想 的 模型 材料 .Dimayorca 等 52 


自 多 发 肿瘤 病毒 分 离 致 冶 活 性 DNA 的 工作 ,已 烃 获 得 成 功 。 他 们 


用 石炭 酸 分 离 此 病毒 DNA, 久 之 感染 鼠 胚 的 组 积 培 养 钵 胞 , 见 到 
了 和 完整 病毒 效应 一 样 的 租 胞 病变 ， 以 免疫 学 方法 证 明 有 病毒 繁 
Pi, SLY ILA LEE LUD ee Shy, FB | RA Be 

Tot 从 Shope 乳头 状 瘤 组 积 提 取 活 性 DNA 也 获得 了 
肯定 的 车 果 。 

可 以 想象 ,致癌 活性 核酸 的 更 为 广泛 的 证 实 , 将 如 烟草 花 斑 病 
HBG RNA 对 病毒 学 发 展 所 起 的 促进 作用 一 样 ， 是 肿瘤 病因 
学 说 中 一 个 重大 事件 , 它 不 仅 为 肿瘤 病因 学 谣 提 供 了 有 力 的 支持 ， 
而 且 也 为 今后 直接 从 分 子 水 平 探索 普 胞 恶性 变 的 机 制 找到 了 极为 
重要 的 研究 途径 ， 对 了 解 正常 租 胞 的 分 化 机 制 也 将 会 产生 很 大 影 
响 。 

目前 由 于 在 相当 多 的 肿瘤 组 碘 中 还 没有 找到 病毒 ， 因 此 谷 不 
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也 不 应 认为 核酸 是 不 需要 其 他 条 件 参 与 作用 的 唯一 的 致癌 因素 。 轩 
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50 年 历史 的 Rous 肉瘤 病毒 还 没有 成 功 地 证 明 核酸 的 活性 ,所 以 


这 都 脱 明 恶性 变 是 一 个 十 分 复杂 的 问题 ， 找 到 核酸 的 作用 这 一 环 国 
节 当 然 是 一 项 重大 的 进步 ， 但 是 距离 全 面 深 允 地 天明 肿瘤 发 生机 国 
制 还 有 一 个 相当 大 的 距离, 走 完 这 段 路 程 , 无 疑 需要 作 更 多 的 更 艰 国 
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和 发 展 决 不 仅仅 是 核酸 和 有 蛋白质 的 失常 问题 。 多 和 壮 胞 生物 体 的 及 
瘤 友 胞 和 病毒 甸 菌 等 微生物 问 , 虽 有 其 肯定 的 生物 学 基本 共性 ,但 
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此 ,也 都 不 容 忽视 。 
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辐射 损伤 的 发 生机 制 有 着 重要 意义 ， 井 将 为 探讨 辐射 所 导致 的 适 国 
传 变 异 、 竹 胞 分 裂 失 常 以 及 染色 体 破 坏 等 问题 的 本 质 提供 重要 的 国 
依据 。 尤 其 是 在 最 近 十 年 内 ,由 于 新 技术 的 应 用 (如 同位 素 示 踪 法 、 
放射 自 摄影 术 , 秋 胞 分 光 光度 法 等 ) 和 和 选用 了 适当 的 实验 材料 ,使 这 ， 
一 合 域 中 的 研究 在 现代 生物 化 学 成 就 的 基础 上 有 了 很 大 程度 的 进 ， 
展 。 有 关 这 方面 工作 的 一 些 粽 述 是 值得 参考 的 Cet2ya8)477so0et09 | 
2 ACBL BS NU SI ACB CDNA) 代谢 ， 主 要 是 合成 代 订 | 
影响 的 某 些 有 关闭 题 作 一 简要 的 介 铬 。 
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(一 ) RSS REET AH ABU AER AY Bt ， 
EH ES AT CRN EE FP DLR a TRE AE FE 
进行 得 最 多 .一 般 认为 ,电离 辐射 对 DNA 合 成 的 影响 大 于 RNAE9 
FEMS PML DNA 前 体 井 合 量 下 降 的 同时 ，DNA 含量 7 
也 随 着 减少 9 79。 早 在 1942 年 Hevesy 等 人 首先 证 明 1000r X © 
线 全 身 照 射 使 P%- 磷 酸 盐 并 合 到 大 和 肿瘤 组 胞 DNA (Jensen — 
肉瘤 ) 的 速度 明显 减 慢 OP, 其 后 许多 学 者 利用 了 各 种 标记 前 轩 
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体 ,如 P2、Cx_ 甲 酸 、 醋 酸 、 乳 清 酸 、 腺 嘎 叭 及 合成 DNA 专 一 性 


”很 高 的 C、 瑟 一 胸 腺 喀 啶 核 音 等 ， 在 不 同 的 动物 粗 纵 (正常 与 肿 
Ta AL) 或 离 体 的 交 胞 培养 中 进行 过 大 量 的 观察 。 表 1,， 2 是 照射 


玫 工 电离 辑 射 对 标记 前 体 并 合 到 正常 组 织 中 DNA 的 影响 
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后 短 时 间 内 测定 标记 物 参 入 的 一 些 例子 。 “a 

ER A, DU PR a, BESET 
法 不 同 ， 以 致 对 不 同学 者 所 获得 的 车 果 不 易 作 出 确切 的 比较 。 然 “ 
而 从 表 中 的 奏 料 可 以 得 出 DNA 代谢 变化 的 一 般 规 律 ; 在 致死 剂 
量 照射 时 ， 电 离 辐 射 抑制 组 积 中 DNA 合成 ， 其 抑制 程度 通常 在 
50 秘 左右， 以 后 如 动物 存活 ，DNA 合成 则 有 不 同 程度 的 恢复 。 
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- Ord 和 Stocken!*) 以 1000r X M@AFMAKR, ESI AIS 
三 分 钟 PVP FA Fo DNA WRT MF, KEP ERG 
尽早 进行 观察 的 例子 。 
射线 损伤 使 DNA 合成 受阻 的 程度 可 因 下 烈 条 件 不 同 而 有 差 
异 。(1) 照 射 剂量 : 小 于 全 身 一 次 致死 剂量 照射 时 ,抑制 效应 随 着 
照射 剂量 增加 而 加 大 。Nygaard °°) — DUA IAl He X BENE SY 
KE(50, 100, 200,400,800 r), Wl 2 C**—fity ype mee mie AK EF EAS BE 
att DNA 的 标记 量 减 少 程度 随 剂 量 而 异 。(2) 标 记 前 体 : 
不 同 标 妃 前 体 导 和 致 不 同 的 实验 和 结果。 也 arrington 等 人 5 以 100r 
入 线 照 射 大 刀 ,其 CC 人 甲酸钠、C: 乳 清 酸 、P” HEA Blo DNA 
量 询 有 下 降 ,， 但 对 8-C: 腺 味 哈 的 并 合 却 训 无 影响 。 这 种 不 同 的 
Scapa RA RES RIAFAFA El DNA 分 子 的 生化 机 制 有 关 。 例 如 ， 


本 例 中 甲酸 钠 井 合 到 胸腺 喀 啶 中 的 途径 可 能 受到 阻 洛 而 腺 嘎 哈 的 


卉 合作 用 却 不 受 影 响 。(《3) 钥 徐 的 放射 敏感 性 :一 般 襄 ,在 "放射 敏 
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Bt” HOKE AL ELS JE WO. PRE, SL DNA 合成 
4M) Hi AS RE Eee “BN EIE” HOT. DS, PEE. Zee | 
SCE AOR BERR. IR St DNA 合成 | 
Sig St 1H tit) AEE th A KB. Bm Harrington 4 \ 
以 1000~5000 r 照射 小 鼠 ， Fe P? FH A BI KS A 
6C3HED 淋 巴 肉 瘤 中 DNA 有 40 和 5 受 抑制 ,但 对 艾 氏 双 倍 体 癌 及 
T3 腺 癌 的 井 合 量 没 有 影响 “41, (4) ERE: 不 
辣 得 绪 的 辐射 捐 伤 修复 程度 不 _.， 因 此 在 照射 后 不 同时 间 内 进行 
测定 就 可 导致 不 同 的 结 论 。 Nygaard 等 人 ce] Ge AR 
50~100 t 线 照射 后 4 小 时 ， 其 小 肠 与 脾 摄取 CMR mee 
背 的 速度 均 受 抑制 ,但 24 ANE so He ae 而 ， 
脾 中 仍 未 见 复原 。 
电离 辐射 抑制 DNA 合成 的 规律 在 标记 前 体 并 合 到 条 及 核 的 
工作 中 也 得 到 了 证 明 。Longanr721 利用 放射 自 摄影 术 发 现 30073 
XMAS, SOIT. WOR, BOSAL aU DNA 
pra (Ho RRM mE, OMSL a, CBRN) ADEE 
降低 一 咎 。 然 而 ，ByrazroBa2] 在 1000r y ERA ARON 
. 半 胞 核 的 实验 中 未 全 观察 到 类 似 的 结果 ; 但 有 趣 的 是 以 同样 剂量 
AF HAR ,就 可 见 到 OM eh A OME A RA 
胞 核 的 量 下 降 狗 50%, 
标记 前 体 井 合 到 DNA 量 的 减少 不 仅 受 电离 辐射 的 影响 ， 而 
且 也 可 因 许 多 对 射线 敏感 的 生物 学 过 程 的 改变 而 引起 。 如 所 周知 ， 
”一 般 只 有 在 分 裂 租 胞 中 DNA 合成 地 能 进行 ， 而 午 胞 分 裂 双 是 对 
HERE RMIT, SHAT MOR HRT OSU 
101 ELE HP SR LT BS PAS, ML 
标记 的 总 井 合 量 减 少 ， 这 里 井 不 一 定 反 映 了 DNA 合成 本 身受 到 
射线 的 影响 〈 在 离 体 下 胞 培养 的 工作 中 也 有 竹 胞 分 裂 停 止 ， 但 必 
DNA 合成 继续 进行 的 例子 2)。 其 次 ,在 某 些 组 和 中 (如 肠 、 胸 及 轩 
等 ) 照 射 后 秋 胞 迅速 出 现 死亡 ,尽管 残留 存活 条 胞 中 DNA 合成 速 
度 正常 ,但 由 于 分 离 物 质 中 也 包括 死亡 炎 胞 的 DNA,， 因 此 也 能 使 是 


人 


DNA 放射 比 活性 减 作 。 在 Howard"), Kellyt*], Lajthate 
的 粽 述 里 对 这 些 问 题 都 有 话 硒 的 讨论 。 然 而 ， 上 述 的 一 些 因素 井 
不 能 改变 砷 合作 用 受 电离 辐射 影响 的 总 趋势 ， 因 为 射线 损伤 引起 
“ 分裂 基 胞 数 的 改变 或 使 翻 胞 发 生死 亡 都 需 罗 过 一 定时 间 才 出 现 ， 
如 果 在 照射 后 很 短 时 间 内 进行 观察 ( 照 后 几 小 时 其 至 几 分 钟 ) 就 可 
在 很 大 程度 上 小 免 这 些 帮 胞 数量 变化 的 影响 了 。 

(=) 电 高 辐射 对 腕 氧 核 糖 核酸 中 间 代 谢 物 含量 的 影响 在 
SHEP A DNA 代谢 物 有 着 改变 的 事实 ， 最早 是 由 Mit- 
chell 氏 所 报告 的 553。 他 在 受 射线 治疗 过 的 肿瘤 普 胞 胞 浆 里 观察 

到 紫外 吸收 物质 的 积 泰 ,后 者 和 核 苷 酸 一 类 物质 相似 。 随 后 ,又 进 
一 步 证 明 在 胞 浆 中 核 昔 酸 声 加 的 同时 ， 痢 胞 核 中 腊 氧 核 苷 酸 的 合 
成 反而 减少 es]。Kanazir 和 了 rreras5] 在 研究 紫外 和 线 对 大 肠 杆 
蓝 影 响 的 工作 中 ,发现 照射 后 20~40 分 钟 组 菌 合成 DNA 的 能 力 
受到 抑制 ,而 含 磷酸 、 核 糖 , 腊 氧 核糖 的 酸 溶性 物质 却 有 所 培 加 。 沟 
层 析 法 鉴定 ,证 明 酸 洲 性 物质 系 腊 氧 核 音 (篇 便 嘎 吟 、 腺 呀 喻 、 尿 喀 
啶 ) 及 腊 氧 核 苷 酸 ( 胞 喀 啶 、 胸 腺 喀 啶 ) 的 混合 物 。 这 些 结 果 似 乎 表 
明了 DNA 合成 途径 中 的 早期 步 耿 不 受 辐 射影 响 。 

Bishop 和 Davidson"*7] 利用 了 普 菌 测定 方法 发 现 家 更 猎 全 

身 1000 r X 线 照 射 后 ,在 其 关 尾 及 胸腺 粗 积 中 有 大 量 腊 氧 核 昔 酸 
和 腊 氧 枝 昔 积聚 ; 其 含量 升 高 始 于 照 后 一 小 时 ，4 或 8 小 时 达 最 
大 值 。 根 据 同 时 间 内 DNA-P 含量 也 有 轻 度 上 升 的 事实 ， 他们 认 
为 腊 氧 核糖 物质 的 增加 井 非 DNA 分 解 产物 ， 可 能 是 DNA 合成 
遭 到 暂时 性 的 阻 滞 ， 而 使 前 体 有 了 明显 的 积聚 。Cole 和 Ellis") 
以 810~850 r X 线 全 身 照 射 小 鼠 , 在 照射 后 的 第 一 小 时 见 到 脾脏 
能 被 M/15 中 性 磷酸 稳 冲 液 抽 提 的 可 溶性 胸 氧 多 核 昔 酸 就 有 所 增 
J. 4~6 小 时 的 释 出 量 达 最 高 ， 几 乎 为 对 照 组 含量 的 10 倍 。 此 
时 ， 脾 重量 及 脾 中 脱氧 核 蛋 和 白 含量 也 迅速 下 降 。 在 骨髓 中 也 有 类 
似 的 改变 ， 且 出 现 得 更 早 ， 变 化 更 为 急剧 cso]。 离 体 实 验 烙 果 表 明 
脱氧 多 核 苷 酸 在 整体 中 有 随 着 血液 运 走 的 可 能 c9, 故而 粗 积 中 实 
际 出 现 量 要 比 测定 值 更 高 。Cole 等 人 基于 可 溶性 胸 氧 多 核 苷 酸 的 
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大 量 出 现 与 胸 氧 核 蛋白 的 含量 下 降 在 时 间 上 有 一 定 的 平行 关系 的 “上 国 
(BS WOR RS EERE BR DNA 辐 二 仆仆 竹 轩 和 
是 存在 的 。 | 
在 探 时 照射 导致 胶 氧 核 音 酸 含量 改变 的 研究 中 , 以 ord 和 
8Stockenrs%] 的 观察 最 为 重要 。 他 们 以 离子 交换 柱 层 析 的 方法 证 ， 
WT ABU 1000 r X 兆 全 身 照 射 后 一 小 时 MOR AE 


一 磷酸 和 三 磷酸 都 有 着 不 同 程度 的 积聚 ， 其 中 以 肌 氧 尿 喀 哇 核 音 ” 国 
一 磷酸 及 肌 氧 胞 喀 啶 核 音 三 磷酸 增加 最 多 ， 几 乎 为 对 照 值 的 3 倍 
以 上 。 作 者 们 在 其 实验 里 井 未 发 现 胸腺 喀 喧 核 背 酸 的 存在 。 股 氧 “ 国 


尿 喀 啶 核 背 的 磷酸 盐 不 是 DNA 的 正常 粗 份 ， 但 可 能 是 胸腺 喀 啶 
核 彰 的 前 体 。 似 乎 电离 辐射 选择 性 地 抑制 了 胸腺 喀 吓 核 苷 酸 的 形 
成 ， 卉 由 于 这 一 简单 的 干扰 使 DNA 的 合成 发 生 了 障碍 。 关 于 酸 
溶性 核 苷 酸 的 堆积 在 大 鼠 脾 脏 c9、 豚 鼠 脾 胜 c]， 也 有 类 似 的 观 
oll ONS : sl 
SUEDLEZ A, IRSPaDUARLERE DNA 中 间 代 谢 物 的 含量 


增加 是 肯定 的 事实 ,其 最 可 能 的 原因 是 机 体 对 DNA 中 间 物 (合成 让 


前 体 ) 的 利用 能 力 受 到 严重 障碍 。 当 然 也 不 能 完全 排除 DNA 和 
DNP 的 分 解 加 速 的 可 能 性 。 洒 


(三 ) 电 高 旺 射 对 胸 氢 核糖 核酸 中 间 代 哇 物 从 体内 排出 的 影 
响 1958 年 Parizek A) Hs TARO X IRS RB 
夜 内 随 尿 排出 的 对 Dische RAAIAREK MMAR 
显著 增加 。 在 50~600 r 的 照射 剂量 范围 内 ， 剂 量 与 腹 氧 核糖 关 


物质 排出 量 的 增加 成 正比 。 沟 锋 层 离 分 析 证 明 是 尿 中 腊 氧 胞 喀 啶 “四 
核 彰 含量 有 了 十 加 的 烙 果 。 除 了 射线 与 类 放射 线 物 质 外 ， 别 的 不 
BFS AHAB EE A EM I, EARS 
ese STALE LAs DNA APR ALIUIL BERR, AU BTEM 
射线 损伤 的 指标 可 能 有 一 定 意义 。 | 

DUG ADE POSTINI, He 3 UAT AEH 
料 。 

表 3 的 查 料 表明 ， 不 同 剂 量 的 各 种 射线 照射 (zx-~，y7- 射 线 , 快 
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HF, Sr, Po? 内 照射 ) 对 各 类 实 辽 动 物 的 效应 基本 上 是 一 至 
的 。 在 大 多 数 情 况 下 ,放射 损伤 后 的 24 小 时 内 均 可 见 到 脱氧 核糖 
类 物质 随 尿 排出 量 的 境 加 〈 虽 然 在 家 更 沟 y 汐 照射 的 例子 里 含量 上 
升 高 出 现在 照 后 第 六 天 )。 小 剂量 的 Sr (0.5 毫 居 里 /公斤 体重 ) 
引起 排出 量 的 降低 , 大 剂量 (2 毫 居 里 /公斤 体重 ) 导 致 腊 氧 胞 喀 啶 
ETE Ar SR, EERE HY ERE, : 

Hic 18 Ps ILA MURDe BETRA EI SR Mm LENA 
有 过 初步 探讨 。Parizek EAC SD 4 RAMA OR 


Ray Fey BES, HO ERE Moe PELE he EES) oo BEARS 


BREE TE CEE BON LSE op DURE» 其余“ 
三 种 核 背 均 沟 其 他 代谢 途径 排出 。 可 见 ， 机 体 沟 照射 后 不 能 利用 
RABAT TIE EMME PH TAKER, PERO ， 
核 背 不 沟 转 变 而 以 原形 随 尿 排出 。 至 于 照射 后 第 二 昼夜 开始 尿 中 
对 Dische 反应 呈 阳 性 的 物质 不 仅 没有 坪 加 ， 反 而 有 所 下 降 的 原 
因 是 值得 进一步 探索 的 问题 。 

(四 ) 电离 辐射 对 腕 氧 核糖 核酸 酶 的 影响 ”辐射 损伤 引起 “ 放 
SSCL” SP (如 大 鼠 脾 、 小 鼠 胸 腺 、 骨 骼 ) DNA 酶 工 ( 即 酸性 
DNA 酶 , 最 适 pH 5.5) 活力 升 高 2 °°, 3X — ABER 
6 或 12 小 时 出 现 , 24 或 48 小 时 达 最 高 峰 c9; 24 小 时 内 酶 的 比 活 
性 增加 与 照射 剂量 成 正比 。 骨 骨 组 积 中 酶 活力 只 在 照 后 7 天 才 上 


Fro NBME 160 r 照射 吕 4 小 时 后 ,每 个 胸腺 狂 胞 的 酶 活力 坪 


多 5 倍 cas，780r 照射 后 的 第 二 昼夜 几乎 为 正常 值 的 20 倍 。 在 
照 后 第 2 或 第 3 天 脾 和 胸腺 中 的 酶 活力 开始 下 降 rs5。 肝 内 DNA 
AG I 的 活化 不 明显 ，500 r 照射 对 大 鼠 肝 中 酶 活力 井 无 影响 cy ， 
700 r 照射 小 鼠 四 天 后 肝 酶 活力 才 出 现 轻微 升 高 c5]。 

Kowlessar 等 人 [2 指出 大 有 鼠 受 照 射 后 18 小 时 ,向 清 DNA 
mG 1 (AN pees DNA 酶 ) 及 DNA AS YEH HIM 2 KH 12 
REI 3. SEF RR DNA Bee HOR 
BEATER, Jovanovic!) MAH Yy WINES, AREER 
射 ,血清 、. 尿 .骨骼 中 DNA BBE 71 BI 5 SHE Gs HY 
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“miter. Kurnick 等 人 te 以 800 r X 萎 直 接 照射 小 鼠 脾 肚 ， 
未 发 现 脾 DNA 酶 活力 升 高 ;相反 ,如 保护 脾 脏 照射 全 身 , 则 DNA 
AVEDA. LAER T hh, REMI DMRS 
EME THAT ARS a DNA 酶 较 多 的 肠 粘 膜 损伤 有 关 co]。 
。 着 多 学 者 认为 在 粗 胞 中 或 在 含 完整 糊 胞 是 粒 的 镁 浆 中 大 部 分 
DNA 酶 1 存在 于 帮 胞 晒 粒 中 而 不 与 其 底 物 相 接触 。 照射 后 车 合 
状态 的 DNA 酶 获得 释放 而 活化 ,可 能 是 酶 活力 声 高 的 主要 原因 。 
Roth SA" 全 报导 过 700 r X GRAHAM, GREENS 
(RNA 酶 ) 在 肝 竹 胞 器 中 的 分 布 有 所 改变 , HI MN AK, Re BR 
are pig RNA 酶 都 疝 上 清 部 分 转移 。DNA 酶 也 具有 这 种 变化 
的 可 能 性 是 存在 的 cs*1。Okada 等 人 [ssel 以 10*~10sr fy X 
Co®? 思绪 离 体 照射 肝 凄 粒 体 混 悬 液 的 实验 中 , 24 a 
表明 肝 竹 胞 器 千 构 出 现 变化 时 ， 与 普 胞 器 相连 的 DNA 酶 的 活力 
也 有 了 上 升 ( 可 能 与 线粒体 的 内 上 膜 和 外 膜 相连 )， 他们 认为 虽然 在 
ESRESE PRE ACRE LH . ， 但 颗粒 的 征 和 破坏 已 使 酶 和 底 物 问 的 接 
触 机 会 增加 而 导致 酶 活力 的 升 高 。 随 后 ， 他 们 以 0.44 M ppm 
AEH AA Fy HU ARS OD, 发 现 保留 秋 胞 器 完整 的 蔗糖 液 匀 浆 
中 DNA. 酶 活力 较 使 秋 胞 糙 构 章 到 破坏 的 水 与 浆 低 3 RE. SR 
脏 事 前 沟 广 克 照 射 ， 二 种 匀 浆 中 的 酶 活力 便 相差 无 几 。 这 些 材料 
都 表明 了 翘 胞 器 破坏 后 酶 的 释放 是 照射 引起 DNA 酶 活力 增加 的 
主要 原因 。 此 外 ,整体 受 照 时 ,水 匀 浆 中 DNA 酶 活力 与 对 照 值 比 
志 也 有 所 二 加 似 履 明 酶 合成 速度 加 快 的 可 能 性 也 是 存在 的 。 
直 于 人 们 对 于 DNA 酶 I 的 正常 生理 作用 缺乏 了 解 ， 因 此 就 
很 难 对 电离 辐射 引起 酶 活力 志 加 的 意义 作出 利 断 。 近 求 文献 中 出 
现 了 一 些 报导 ， 认 为 DNA 酶 除了 具有 水 解 作用 外 ， 还 有 别 的 功 
能 。 例 如 Goutier 等 人 car] 在 大 鼠 再 生 肝 ，Brody 等 人 co29 在 
ARB DNA 酶 活力 有 着 显著 的 增加。Ohevremont 等 
AO) 的 研究 最 有 兴趣 ， 他 们 发 现 离 体 众 蕉 母 壮 胞 沟 纯 DA Big 
Ti 处 理 后 ,其 站 胞 线粒体 摄取 Fig Bemis BEEF A AE DLE Feul- 
gen 阳性 物质 的 合成 俱 有 增加 。 可 见 在 DNA 合成 中 DNA 酶 的 
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但 值得 注意 的 是 在 大 多 数 情况 下 ,机 体 郊 照射 后 儿 小 时 DINA | 
盘活 力 才 有 所 夫 高 , 似 非 机 体 损伤 的 早期 现象 ,而 在 这 一 段 较 长 时 
| 间 内 更 为 重要 的 核 苷 酸 斐 酸化 及 DNA 合成 过 程 的 破坏 早 就 由 
B, HA, DNA 酶 活力 升 高 也 非 是 机 体 对 辐射 损伤 的 特异 性 的 “ 
反应 ,因为 别 的 可 以 破坏 壮 胞 的 各 种 因素 , 如 超声 波 处 理 、 内 分 天 


影响 ”55 都 能 导致 酶 活力 的 改变 。 a 


ea aD Ih ER 
合成 的 影响 


(一 ) 离 体 灶 胞 培养 ” 自 1953 年 Howard 和 Pele 在 植 牧 条“ 时 
胞 实验 中 发 现 DNA ARAM DBA EMER, DE 
ABA DNA 合成 的 放射 敏感 性 不 同 后 [cs °°, eee Se 。 
些 类 型 的 动物 硒 胞 进行 过 类 似 的 观察 cs 4 “87 一般 认为 DNA ， 
合成 是 在 尊 胞 分 裂 的 中 间 期 进行 。 在 许多 类 型 的 翘 胞 中 分 裂 是 发 ， 
生 在 D 期 (大 胞 分 型 期 ) , 接着 就 进入 了 G 期 (合成 前 期 )， 那 时 ， 
DNA 含量 是 稳定 的 , 过 了 GH DNA 含量 因 合成 而 加 倍 ， 这 个 
时 期 称 为 8 期 (DNA 合成 期 )。 在 8 期 与 下 一 个 D 期 中 间 存 在 着 ， 
“平静 ”的 Ge 期 (合成 后 期 )。 a 

Al eA KR, mB 1 Pra: GH 
的 长 短 可 从 0 CN ASE GALA AE) 4°? 到 20 NE DAE OEE 
竹 胞 )5s5; S 期 从 6 小 时 ( 豆 根 )55 到 12 Dt A BREAN) 3 Go 
从 少 于 3 NA MP REMI BI 6 小 时 以 上 (CHeLa 8, Ha Ames 
D 期 从 定 小 时 (小 鼠 艾 氏 腹 水 瘤 ) 到 几 小 时 ( 豆 根 )。 和 

观察 普 胞 分 裂 周 期 中 电离 辐射 对 DNA 合成 影响 最 常 采用 的 
方法 是 放射 自 摄影 术 , 即 培养 翻 胞 在 照射 后 不 同时 期 中 (Gu 8, Ga, 
D 期 ) 与 放射 性 标记 物 共同 保温 (如 P*”、Q: 全 甲酸 盐 、 了 2- oe 
CO- 胸腺 喀 啶 核 昔 等 )， 沟 一 定时 间 后 取 竹 胞 样品 作 放射 自 摄影 。 
根据 摄影 图 谐 上 竹 胞 中 放射 性 颗粒 的 出 现 及 晒 粒 的 多 少 作为 
DNA 合成 及 其 合成 量 的 估计 。 例 如 ，Lajtha Ss Al) 以 04H 


人 


了 3: 或 Clt-8— Aig nm 
Lajtha 1954 


Howard 2 1953 
Bawa 


Hp igemne 
Painter 1961 
HeLaSs 6 2) Miia 


Hornsey % 1956 
A BIA 


图 1 DNA ApH Sse sRO 9, he 
”党 表示 时 间 。T= 分 裂 周期 的 至 部 时 间 (小 时 ); 
M = = 分 妥 中 期 (Metaphase), 


酸 盐 与 人 体 骨骼 胃 胞 一 起 培养 , 95% 的 CY BIFAZ DNA 的 胸 
腺 喀 喧 的 甲 基 部 分 。 离 体 培养 的 骨骼 租 胞 是 非 同 步 型 的 ， 即 在 任 
和 何 时 间 里 处 于 各 个 时 期 中 的 条 胞 都 有 。 如 在 照 后 立即 在 培养 物 中 
加 大 示 踪 物 , 沟 过 4 一 5 小 时 取出 样品 进行 测定 。 同 位 素 的 并 合 只 
在 & 期 中 进行 ， 所 乌 全 部 标记 条 胞 可 以 代表 照射 时 处 于 8 期 外 胞 
中 的 DNA 合成 情况 。 如 在 照 后 17~22 小 时 加 大 示 踪 物 ， 所 有 
标记 竹 胞 便 可 以 代表 照射 时 处 于 Ga WAM, Boy CG, AUR 17~ 


22 小 时 培养 后 已 进入 了 8 期 ， 以 此 类 推 ， 就 能 观察 在 糊 胞 分 裂 和 


周期 中 射线 对 ,DNA 合 碟 的 影响 了 。Lajtha [ss 7 等 人 报告 了 
200~300 rad fy X HEIRS GE 40~50% 的 Gi 细胞 在 一 段 时 间 内 


不 能 正常 地 进入 8 期 , 即 DNA AeA THES » RL — BEAMS REE 


Ja, G. MAHER RMA S HA. -AVEA S Wa, AAA 
DNA 的 能 力 与 正常 无 异 。200 一 300 rad 的 照射 剂量 已 使 G, 期 
效应 达到 最 大 。 但 同样 剂量 的 照射 对 于 处 在 8 WAS AME FOR MA 
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ee gee 


Se 


只 有 大 得 多 的 剂量 (750 一 2000 rad) 才能 使 S Mui DNA 合成 
出 现 5095- 的 抑制 ,10,000 rad 照射 使 抑制 程度 达到 75%5c。 
Paull?) 利用 HH ARNE NE HEA SI ASE 
胞 的 研究 中 ,如果 在 短 胞 开始 培养 时 , 即 当 大 多 数 糊 胞 处 于 Ga 期 ， 
给 予 照 射 ,同样 地 观察 到 DNA 合成 遭 到 了 显著 的 抑制 C2]。 
G, Mia DNA 合成 对 放射 损伤 更 为 敏感 的 问题 引起 了 亩 
多 学 者 的 注意 ,其 中 Bollum S)\") HALPERN. HP 
认为 在 Gi HE MA ERE DNA ARASH He 
敏感 的 机 制 , 可 能 与 DNA ARITA ERATOR 
酶 及 聚合 酶 ) 的 形成 潭 到 破坏 有 关 。 . 
(=) BER “再 生 肝 硒 胞 分 裂 迅 速 ，DNA. 合成 的 速度 很 
快 ， 因 此 它 是 研 完 在 整体 条 件 下 照射 对 DNA 合成 影响 的 很 适宜 。 
的 实验 材料 。 再 生 肝 可 由 部 分 切除 肝脏 或 以 OCl, 使 肝 棚 积 坏 死 ， 国 
而 形成 。 肝 脏 处 理 方 法 不 同 ， 但 对 射线 损伤 效果 是 一 致 的 。 在 部 
分 肝脏 轻 外 科 手 术 切 除 后 的 30~40 小 时 , 肝 再 生 粗 积 中 DNA 合 
成 和 和 胞 分 裂 几 乎 都 处 于 同步 状态 (图 2 )。 这 样 就 有 可 能 在 一 个 
壮 胞 分 裂 周 期 中 的 某 一 时 期 (如 Gh，8 等 期 ) 内 观察 射线 损伤 对 
DNA 合成 的 影响 了 c3]。 Mie DNA 合成 在 手术 后 18~30 小 
时 内 进行 , 在 24 NAIR ESI, MUSAB DNA 合成 ;分 “ 
裂 指 数 在 30 小 时 为 最 大 。 


G, $s G; 


DNA 比 活性 (次 /0.1 毫克 
DNA-P/ 分 ) 
Ss 
(O00T / AEE ) ETI 


Oe Catia (小 时 ) 
图 2 BAH DNA AR SMO 
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Holmes, Kelly 等 实验 室 的 工作 提供 了 许多 重要 的 痪 料 。 


”二 olmes 等 ca 以 Ps 并 合 到 大 上 鼠 再 生 肝 DNA 为 指标 ,发 现在 肝 
脏 手 术 后 10 一 12 小 时 《Ga 期 ) ee Die Hg (150~450 r) AYR 


St, fe DNA ARAMA SAE Ti 10 小 时 。 手 术 后 20 小 时 


(CS 期 ) 葵 以 同样 剂量 照射 ， 对 DNA Ame, Mae 
”有 了 抑制 。 当 DNA 合成 一 旦 开始 后 ， 就 需要 较 大 剂量 〈1000 一 
2000 rz) 隆 能 产生 抑制 效应 cs, 4 892, Ze 8 期 内 2200 r 引起 507% 
”的 合成 拖 制 。Beltz 等 人 cs] 利用 C- 乳 清 酸 也 获得 了 相似 的 生 
” 果 ,但 们 见 到 在 Gy 期 输 以 375 r 中 等 剂量 的 全 身 驻 萎 照 射 使 并 合 
到 再 生 肝 DNA 的 标记 量 下 降 ，1500r 引起 DNA 合成 完全 侣 


” 正 。 然 而 员 要 合成 已 痉 开 始 (S WD, 则 1500 r 照射 不 具有 明显 的 


效应 。 

Kelly 等 人 cs 以 CCl, 致 毒 小 鼠 形 成 再 生 肝 。 在 CCl, 处 理 
后 的 12、72 和 96 小 时 ( 即 DNA 合成 开始 前 的 G, 期 )8007r X 
休 身 照射 引起 DNA 合成 推迟 ; 但 在 致 毒 后 24 小 时 和 48 小 时 
(DNA 合成 正在 进行 的 8 期 ) 2000 r 照射 几乎 没有 影响 。 

因此 ， 不 论 是 离 体 胃 胞 培养 或 从 整体 再 生 肝 的 实验 大 料 都 进 
一 步 确定 了 电离 辐射 抑制 DNA 合成 的 事实 ， 主 要 表现 在 受 照射 
gia DNA 合成 有 了 推迟 。 在 确 胞 分 裂 周 期 中 DNA A AkSe St 
线 影 响 是 有 区 别 的 ,从 标记 前 体 并 合作 用 看 来 ,对 射线 最 敏感 是 在 
中 间 期 的 前 御 , 即 在 DNA 合成 开始 前 的 Gk 期 。 当 DNA 合成 已 
SIGS 期 ) ,就 需要 大 得 多 的 剂量 照射 才能 引起 合成 的 阻 湾 。 

目前 已 有 许多 得 料 c2， 197) 证 明 笨 胞 分 裂 对 射线 的 敏感 性 超 
过 DNA 合成 。 在 人 工 培养 狂 胞 的 工作 里 尤为 明显 。 可 能 秋 胞 分 
裂 受阻 是 DNA 合成 抑制 的 原因 。 例 如 Dickson AM? D1 800r 
照射 人 工 培养 的 小 鼠 维和 维 母 兽 胞 ,使 细胞 分 裂 停 止 , MAS DNA 
量 继续 增加 ,也 未 见 :甲酸 盐 卉 合 到 照射 细胞 DNA 中 的 速度 
改变 。 当 照射 剂量 二 至 2300 r, CQ 甲酸 盐 和 Hho DRM mE 
HAE DNA 中 是 受到 50 匈 的 抑制 。 然 而 沟 过 工 /* 小 时 后 , 虽 
然 粗 胞 分 裂 不 再 出 现 , 而 标记 前 体 的 并 合 速 度 却 有 了 恢复 ,直到 竹 


一 


”研究 ,所 获得 的 千 果 也 需要 进一步 验证 的 。 


th Tear , WL, BON pea RPA MY Bale 有 ER ee Gok e via hy: grave 
, ip 1 mith 4 A sine i mn f if nt wi d at OY 4 ‘ 
4s tS torn a wre Vi ye Pea 
Y XO rai +! ¢ rare Pe 


cies 
Me ont Cele 2: y 


胞 中 DNA 量 增加 至 一 倍 为 止 。 Niast™ 等 人 也 发 现 人 工 培养 
J) BUR ME REA 1000~ 2000 r FR at ATT eA BA el 虽 不 死 
—, TAR, eit DNA ARMAKRBETT DASA P DNA A 
含量 较 正 常务 胞 多 达 30 倍 。 4 


BY, 
oe 


四 、 电离 申 射 抑制 障 氧 核糖 梭 酸 合成 的 可 能 机 制 
DNA. 合 夏 是 在 和 了 核 中 进行 的 ， 需 要 才 多 了 本 示 和 中 间 罗 的 
参 预 ， 井 要 求 一 定形 式 的 能 量 供应 以 及 核 内 大 分 子 DNA 引物 的 呈 
存在 。 在 这 样 复杂 过 程 中 的 任何 一 个 环节 济 到 损伤 都 会 导致 DNA 
合成 的 障碍 。 近 年 来 ， 仅 从 照射 剂量 与 DNA 合成 受阻 程度 的 关 
SLES R AT RAS Se 


根据 上 面 介 狠 的 一 些 工作 ， errr ae 
Be EAS PR RO RR WAR BR, 似乎 照射 ， 
FER FH DNA FEAR TAY 中 间 物 的 合成 ， PAGER VEE ERAS 
聚合 作用 发 生 了 降 碍 ceb 1082, 
HEM Kornberg 的 Few, 在 DNA 合 这 程 中 有 着 两 个 
BWA: 4 
第 一 ,聚合 过 程 的 准备 阶段 ， Hm TERM 
WOVE FA FRE th Ja US = 


secede care ZOE oe 
第 二 PT = OTR AMMEN TIERS IR. 
ndAPPP dAP 


as 
ndGPPP 
i +DNA - 
ndCPPP “( 引 物 ) M8 


x n 
n TPPP TP 


PERUSE We AG Oe ARSE, PRD 2b ee 
ARH ADE EAE » BE DO BE ALI 1 TA A A HE» > HH 
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ASS SROSRMT LAREN, LEMOS 
敏感 性 有 所 不 同 。 这 种 看 法 是 在 1958 年 由 Ord 和 Stocken, LA 


。 及 Lajtha 等 同时 提出 来 的 。 


Ord 和 Stocken"*) 在 放射 敏感 的 大 鼠 胸腺 中 ， 发 现 公 身 


。 200r X 纺 照 射 后 2 小时，Ps 并 合 到 胸腺 DNA 抑制 了 50 匈 。 当 


3 ; 


P82 并 合 量 的 减少 (对 照 值 的 百分数 ) 


hy 100 200 400 300 1,600 
照射 剂量 (T) 
图 3 AXA PY 并 合 到 大 鼠 胸 腺 DNA 的 影响 co 


8 


‘a 
=. 
“- 
an 
c- 
"=e 
a 
". 
‘. 
°- 
“= 
=. 
"= 
". 
- 


S$. 
1,000 2,000 ' §,000 10,000 
照射 剂量 (r) 
图 4 XR APRA RR DNA 的 影响 后 1 


C3- 甲 酸 盐 并 合 抑制 百分率 (颗粒 数 / 彩 胞 ) 
S， 


ee (primer) DL FB FE RAZ ue 


剂量 深 渐 增 大 时 ,抑制 程度 虽 也 增加 ,但 徐 疼 慢 多 ,4007 时 葛 为 对 ， 
FAHY 40.% ,1600 r 为 3525( 图 3)。 同 样 地 ，Lajtha 等 人 5 在 放 


射 坟 不 敏感 的 人 骨骼 狂 胞 离 体 培养 中 也 观察 到 不 同 剂量 的 又 辫 照 熏 


射 使 O"- 甲 酸 盐 井 合 到 DNA 中 的 抑制 程度 未 同 , 即 构成 了 由 较 国 
LEAL GT HEH 8 部 分 和 大 剂量 徐 构 下 降 的 Se 部 分 。 | 
EX FH REAR A EPS, 部 分 下 降 63% BE A 国 
500 rad, S, 下 降 至 同等 程度 则 要 13,000 rad(P 4). 


根据 以 上 剂量 与 抑制 效应 的 关系 ， 可 以 设想 DNA 的 合成 可 


能 有 两 个 不 同 的 途径 ;一 个 对 射 烤 敏 咸 , 另 一 个 不 敏感 。 或 者 甚至 时 
可 以 假设 存在 着 对 放射 敏感 性 不 同 的 二 种 类 型 的 DN AMY 7 但 恒 
目前 人 淹 缺 乏 支 持 这 些 假设 的 足够 事实 根据 。 3 
Ord 和 Stocken j\ HEA Br by Hee EMEA ey A Be 


与 DNA ARSE HE eee 


过 程 受到 抑制 有 关 ; 而 曲线 后 一 部 分 中 , 随 着 剂量 加 大 抑制 程度 加 
深 趋 于 失 慢 似 与 聚合 作用 所 必需 的 DNA 引物 破坏 有 关 。Berry — 
等 人 己 ] 在 艾 氏 腹水 癌 炙 胞 中 获得 的 车 论 也 与 此 相似 ， 7 a 
种 程度 不 同 的 射线 效应 具有 氧 效 应 的 性 质 。 
(一 ) 电离 辐射 对 磷酸 化 过 程 的 影响 DNA Aw AREA 
化 磷酸 化 有 着 密切 的 关系 。 了 orssberg 等 所 ] 指出 机 体 受 照射 后 ，， 
合成 ATP 的 量 卉 无 变化 。 但 Bettendorf 等 Bed py 800r AAR 
tig 发 现 照 后 定 小 时 胸腺 中 胸腺 喀 呢 核 背 三 磷酸 含量 下 降 到 ， 
常 的 王 多 ， 而 同时 却 未 见 其 核 背 -磷酸 含量 的 变动 ， 襄 明 照射 ， 
ae eel ug aad ATP 的 能 力也 有 所 降低 Bo。， 
Potter Se A118) 用 Oita JiR aE Mae BEET HE BK SD Se te HP, DL 
S00 r X ERR ST aH — BeBe, Ba HR AER 5 as HR Yn 
AAAS WSC PEAR tes CBT ZS A rea we ) TART BR RE Mo 7 EF Be HY TT PE 
却 仍然 很 长 。100 一 3200 rep 的 Co +» ERR aa 1~7 小 时 使 大 
筷 组 积 中 2 一 胸腺 喀 喧 核 苷 并 合 到 核 苷 酸 中 的 量 显 著 下 降 ， 而 卉 
合 到 DNA 的 标记 量 更 低 ”” )。 : 
Creasey 和 Stocken '°s °7] #e Be AGA Big PDL Bl DE ER 
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离 * 放 射 敏 感 "? 棚 答 ( 胸 腺 、 脾 、 淋 巴结 、 骨 髓 、 肠 粘膜 ) 的 壮 胞 核 具有 
磷酸 化 的 能 力 c9a]。 但 “放射 稳定 ? 翘 徐 CRE IR WD 的 站 胞 核 则 不 


具有 磷酸 化 能 力 。100 r X BAS Rae) EAR MRI 
匡 液 合成 高 能 磷酸 盐 的 活力 完全 丧失 。 这 种 现象 甚至 在 照射 后 


3 一 5 分 钟 已 能 察觉 。 更 小 至 256r 照射 已 足以 引起 50~80% WH 


制 。 作 者 对 脾 和 胸腺 沟 辐 射 损伤 后 核 磷酸 化 能 力 的 恢复 时 间 也 进 


行 了 研究 ,指出 在 小 剂量 (100 r) 照射 后 60 ANI BIAS TAA 
量 (1000 r) 照射 就 不 能 复原 。 这 一 作用 有 关 高 能 键 的 合成 其 在 


”能 量 代谢 上 的 重要 性 是 可 以 设想 的 ， 但 究竟 在 电离 辐射 对 DNA 


合成 影响 中 的 地 位 如 何 , 淋 有待 于 “ 竺 合 核 音 酸 ” 和 DNA 合成 间 


的 关系 关 明 后 才能 确定 。 


RMD SRN TRAM Ord 等 bm] 
报告 了 10,000 r X 疙 照射 对 从 大 上 胸腺 制 得 的 脱氧 核 苷 -磷酸 聚 


合 酶 不 产生 任何 影响 。 在 Smellie AU 的 工作 中 ， 以 艾 氏 腹 
水 痛 的 无 半 胞 抽 提 液 为 DNA 合成 酶 系 ， 也 发 现 500 r X HERR 
AABN DUE. HIE, Walwick 99 全 在 又 张 照射 下 


观察 了 辐射 对 DNA 合成 体系 的 影响 〈 包 括 作为 引物 的 小 牛 胸腺 
DNA 及 大 鼠 胸 腺 中 的 DNA 合成 酶 和 水 )， 认 为 250~10,000 rad 


.照射 对 激活 酶 .聚合 酶 及 酵 解 酶 确 无 影响 。 


然而 也 有 不 少 学 者 在 另 一 些 实验 材料 里 得 到 了 不 同 的 结论 。 
Potter 和 Bollum 4 \"**) 便 研究 了 电离 辐射 对 大 和 鼠 贡 生 肝 中 艺 
生 的 核 背 酸 激活 酶 的 影响 。 发 现 部 分 切除 肝脏 后 6 NAY, 875.7 X 
八 照 射 使 再 生 肝 中 激活 酶 活力 显著 地 受到 抑制 。 在 手术 后 16 小 
时 进行 同样 剂量 的 照射 并 不 使 酶 活力 改变 ， 甚 至 将 照射 剂量 增高 
到 1500r 也 未 见 有 何 影响 。 他 们 认为 在 手术 后 早期 (6 小 时 ) 小 


剂量 和 和 线 照 射 使 DNA 合成 准备 阶段 中 遭 到 抑制 的 关键 性 问题 在 


于 酶 系 形 成 的 受阻 ,这 也 可 能 是 G: 期 DNA 合成 受到 抑制 的 一 个 
解 属 ,但 在 手术 后 16 小 时 〈 相 当 于 8 期 ) 这 些 酶 系 都 已 形成 ,因此 
BEAK Fle (1500 r ) 的 照射 也 不 引起 抑制 现象 。 至 于 8 期 中 更 大 剂 
量 的 照射 才能 导致 DNA 合成 受阻 的 原因 可 能 与 DNA 引物 受 捐 
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人 


”是 否 是 别 的 组 答 中 所 共有 的 特征 ,从 需 作 进一步 研究 。 


aa ee) RR ge «a Me ee ae. oe ae ee: eee eee 个 和 
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有 ae. 这 些 和 结果 在 Jaffe S057], van Lancker $ ene ea ‘tax i 
{FE HAS TES. 

虽然 在 再 生 肝 的 实 允 里， 聚合 酶 活力 也 有 下 降 ， 但 远 不 如 楼 
苷 酸 激活 酶 对 射线 敏感 。 根 据 Potter Hy; eR 
的 大 小 是 再 生 肝 中 DNA 合成 的 限制 因子 …。 

关于 激活 酶 受 抑制 的 事实 ZEB LEMAR HP Vand 
Lancker S¢"171 #942 7 350~700r X ee F HAE SEAR) WOR 
中 酶 活力 下 降 75~80%. tei Main 3 \'*) 发 现 850 r X ee 
SHARE HE DNA AMEE RNTEDIERAE, BPE 


(=) BERRA BRAKES BY 32 Ma Wheeler 


和 Okada 等 Fa] 以 X 糖 直接 照射 过 的 小 牛 胸 腺 DNA. 作为 引物 ， 4 
在 正常 再 生 肝 DNA 合成 酶 系 的 作用 下 ， 观察 了 Hine ， 
ta, 瑟 *- 胸 腺 喀 啶 核 昔 酸 井 合 到 DNA 的 速度 ， 烙 果 表 明 Dx 3 
10*~35 x 10*r 的 照射 剂量 使 DNA PEE AEE 


RCA. 
Stacey!t07] 利用 小 牛 胸 腺 的 DNA 合成 栈 系 作 了 类 位 的 观 ， 


察 ,发 现 9.4 x 10*~20 x 10* r 照射 过 的 小 牛 胸腺 DNA 引物 接受 


dCMP 和 qdTME 的 能 力 有 了 很 大 程度 的 下 降 。 

考虑 到 直接 照射 DNA 引物 溶液 He aT NEI 
很 远 ， 因 此 有 必要 在 接近 于 生理 环境 中 观察 DNA Bt RE 
敏感 性 。Okada 等 人 - ”1 利用 了 小 牛 胸腺 狙 胞 核 作 为 DNA 引 ， 
物 进行 照射 ， 见 到 即使 将 照射 剂量 增 大 到 24 x 10% 也 不 引起 组 
胞 核 中 DNA 引物 的 破坏 。 

以 上 材料 表明 大 分 子 DNA st ee THESE SEEN 


坏 ， 但 所 用 的 照射 剂量 却 已 远 远 超过 了 一 般 引 起 DNA EEL 
的 剂量 .其 区 ,照射 鼻 胞 核 并 不 导致 DNA 引物 受 损 。 因 此 ,向 不 能 | 


确定 生活 机 体 中 DNA AK il 5s) Wi MWABKR Ai 
Kysun 等 5] 早 就 证 明 /007 全 身 照 射 已 使 大 刀 脾 中 DNA 迅速 开 
始 解 聚 ,十 几 小 时 以 后 和 结构 粘度 已 完全 丧失 。Ord 和 Stocken'™J 
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胸腺 中 分 离 出 来 的 DNA 大 分 子 在 性 状 上 就 出 现 明显 的 改变 。 这 

种 DNA 精 构 性 状 的 微 条 改变 引起 DNA. 合成 失常 的 可 能 性 是 存 
在 的 。 

Hi. eR 

。 如 上 所 述 ， 电 离 辐 射 引起 DNA (RAL LIE A aM HI 
象 已 为 许多 资料 所 证 明 。DNA 合成 受阻 主要 是 由 于 射线 损伤 的 
Alla DNA 合成 有 了 推迟 ;在 较 大 剂量 照射 时 ，DNA 合成 本 身 
也 能 直接 受到 抑制 。 近 年 来 ， 虽 对 DNA 合成 抑制 的 机 制 进行 了 


未 断 的 探索 ， 有 了 进一步 的 了 解 ， 但 照射 后 完 疯 那 一 个 环节 混乱 、 


是 DNA 合成 发 生 降 碍 的 主要 原因 傈 不 了 解 。 就 合成 过 程 中 可 能 
受 损 的 环节 看 来 ， 有 理由 相信 大 分 子 DNA 引物 的 完整 性 破坏 及 
RRR Le ATS DNA 合成 障碍 的 可 能 性 较 大 。 如 
时 要 对 这 些 问 题 作出 肯定 的 结 花 还 需要 更 多 的 实验 依据 。 此 外 当 
整体 受 辐射 损伤 后 ,体内 某 些 因素 如: 内 环境 的 离子 浓度 [3 、 激 
RAS? 等 ) 的 改变 也 引起 DNA 合成 的 下 降 。 因 此 ， 在 进一步 
WBE DNA 合成 抑制 机 制 中 ， 这 些 因素 的 变化 意义 是 非常 值得 注 
意 的 。 
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”第 十 三 讲 ” 电 离 辐射 对 核酸 
代谢 的 影响 (二 ) 
北京 大 学 生物 学 柔 生物 化 学 笋 研 室 
一、 电离 辐射 对 杉 酸 代谢 影响 的 
三 个 不 同 水 平 的 研究 
三 完 电 离 辐 射 对 核酸 代谢 影响 的 三 个 不 同 水 平 是 : 1) 用 生 


DSDNA 的 水 沙 液 进行 电离 辐射 的 照射 ， 井 观察 DNA 


及 DNA 水 溶液 物理 化 学 特性 的 改变 ;〈2) 就 类 胞 水 平 ,研究 照射 
对 核酸 代谢 的 影响 ; (3) 就 生物 有 机 体 的 整体 水 平 , 特 别 是 高 等 动 
愧 的 整体 水 平 ,研究 照射 对 核酸 代谢 的 影响 。 

为 了 逐渐 深信 揭露 生命 过 程 ,我 们 从 生物 高 分 子 、 竹 胞 和 有 机 


” 体 整 体 三 个 不 同 水 平 进行 研究 ， 这 是 完全 必要 和 可 行 的 。 达 和 尔 文 


的 进化 花 和 巴 下 洛 夫 的 高 级 和 神 沟 活动 的 研究 都 是 从 有 机 体 整 体 水 


再 出发， 才 成 功 地 揭露 了 生物 进化 和 高 等 动物 大 脑 两 咎 球 神 轰 活 


动 过 程 的 规律 性 。 竹 胞 遗传 学 和 实验 胚胎 学 的 研究 ， 则 是 从 和 络 胞 
水 平 出 发 ， 揭 露 了 生物 遗传 、 钵 胞 分 化 和 个 体 发 年 方面 的 客观 规 
律 。 至 于 运用 物理 化 学 的 方法 ,研究 生物 高 分 子 , 特 别 是 核酸 及 和 蛋 
白质 , 筷 们 的 水 洲 液 ,目前 已 有 大 量 的 工作 在 进行 着 ， 工 已 取得 
极 大 的 科学 成 果 。 以 上 列举 了 一 些 例 子 , 襄 明 高 分 子 、. 竹 胞 和 有 机 
体 整 体 这 三 个 水 平 的 研究 是 互相 区 别 的 ; 但 是 它们 之 间 又 是 有 联 
系 的 ,可 以 互相 促进 和 互相 补充 。 巴 十 洛 夫 全部 过 ,研究 大 脑 皮 层 
的 机 能 可 有 三 个 不 同 的 水 平 :第 一 是 有 机 体 整 体 的 水 和 平 ,研究 兴 

和 抑制 的 神 多 活 动 过 程 ; 其 艾 , 就 种 族 发 生 上 处 于 不 同 阶段 动物 的 ， 
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WET SD BET LOBE) SBS RFE 是 名和 活动 的 网 理化 学 竺 外 
的 研究 。 巴 甫 洛 夫 指出 ,为 了 要 上 比较 生 彻 地 关 明 大 脑 皮 层 的 机 能 ， 
有 必要 对 神 沟 活 动 过程 进 行 物理 化 学 方面 的 研究 。 达 和 尔 交 在 概括 国 
生物 的 进化 时 ,指出 了 研究 生物 遗传 变异 的 重要 意义 ; 随 着 进化 论 ， 
SeUNC RNR, Sneha 
进 的 。 

电离 司 射 对 核酸 代谢 影响 的 三 个 不 同 水 平 的 研究 ， 它 们 之 间 
岂 旗 有 联系 ， 又 有 区 别 。 它 们 都 是 研究 电离 辐射 这 个 外 因 ， 如 何 
通过 不 同 的 内 因而 起 作用 。 不 同 的 内 因 ， 有 如 图 解 (图 1 ire 
的 : (1) DNA 7k, (2), A(3) SAMIAL ILA 
分 子 水 溶液 属于 无 生命 物质 运动 的 范围 ;而 租 胞 和 多 翘 胞 生物 机 
体 则 属于 有 生命 物质 运动 的 范围 。 有 生命 物质 运动 是 由 无 生命 物 ， 
质 运动 辩证 转化 而 来 的 。 关 明了 电离 辐射 对 DNA 水 溶液 的 影响 ，， 
才 有 可 能 比较 透彻 地 去 了 解 电离 辐 射 对 和 胞 及 多 条 胞 生物 机 体 的 
影响 。 由 于 有 机 体 是 力学 ,物理 学 和 化 学 的 高 度 往 一 体 ; 有 生命 物 
质 运动 不 仅 按照 物理 化 学 的 规律 运动 着 ， 而 且 也 有 着 高 一 般 的 物 
质 运 动 规律 ， 例如 关于 新 陈 代谢 、 遗 传 变异 等 规律 ;这 些 高 一 狼 的 
物质 运动 规律 不 是 力学 ,物理 学 和 化 学 中 各 类 规律 的 简单 次 合 ; 而 
是 它们 的 高 度 综 合 。 根 据 以 上 的 论述 ， 我 们 可 以 看 出 电离 辐射 对 
DNA 洲 液 的 影响 和 电离 辐射 对 生物 机 体 的 影响 是 有 质 的 区 别 , 但 ， 


(2) 
H.O, DNA a XR AH HD 


(3) 2 AMAL BLS 
1 Bik MAN A A ees 
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。。。 征 萝 有 机 体 的 特点 也 许可 以 列举 出 三 点 :01) 生 网 有 机 体 可 以 
”被 看 作 是 蛋白 质 、 核 酸 等 高 分 子 的 极为 复杂 的 水 洲 液 体系 ,是 一 种 
”复杂 的 胶体 洲 液 ; (2) 它 和 周围 环境 猎 有 明确 的 界限 ， 双 有 不 断 的 
” 胸 质 交换 ， 即 新 陈 代谢 ; (3) 它 在 空间 和 时 间 方 面 有 高 度 完 善 的 粗 
“ 徐 , 也 就 是 襄 生 物 机 体 有 复杂 的 形态 千 构 , 和 生理 机 能 及 代谢 变化 _ 
方面 的 协调 和 严格 的 顺序 性 。 2 
”条 胞 和 多 和 胞 生物 机 体 虽 然 同 属于 有 生命 物质 运动 的 范围 ， 
”但 是 也 有 区 别 。 无 论 是 单 租 胞 生物 或 是 离 体 的 普 胞 都 没有 多 翻 胞 

秆 物 机 体 所 具有 的 条 胞 分 化 ,和 竹 胞 之 间 的 代谢 协调 和 机 能 协调 ; 

多 壮 胞 生物 机 体 在 空间 和 时 间 方 面 更 具有 高 度 的 组 生 化 。 

。 ”电离 辐射 这 个 外 因 的 特点 有 三 :(1) 它 是 高 能 量 电磁 波 ;(2) 穿 

透 性 或 贯穿 性 ; 〈3) 导 致 激发 和 电离 。 同 样 是 这 一 个 外 因 ， 在 通过 

不 同 的 内 因 , 即 DNA ic PAH SH HEL LAS BLP eH Pd 
， 的 矛盾 运动 。 以 下 就 来 计 论 这 些 不 同 的 矛盾 运动 。 

Ll, FBR aS Wt RK A 
eA BK YAIRI ARE ae HO 和 DNA。 电 离 加 

SAAT A AW TAT 2 PR: CL) HB ok 
(EFAs (2) IRS DNA 的 作用 ; (3) 电 离 辐射 对 DNA 水 溶液 
的 作用 是 射 八 直接 作用 于 DNA 分 子 而 产生 ， 还 是 通过 水 分 子 而 
间接 作用 于 DNA 分 子 , 要 是 所 襄 的 直接 作用 和 间接 作用 都 是 存在 
的 ,三 者 又 各 占 全 部 射线 作用 的 百 分 之 几 ; (4) DNA 水 沙 液 一 般 
都 含有 溶化 于 水 的 O., 井 且 所 制备 的 DNA 又 常 带 有 微量 的 蛋白 
质 作为 杂质 而 存在 ; 这 溶化 于 水 的 0。 和 作为 杂质 的 蛋白 质 对 射 
SMALE PAL BAER. BAER LU BEL ae 
yg 
| (—) 水 的 电离 ”Dewhurst (1954) i) tir sci “AK AK A 

ASRS He BS CAEN a”), DL Allen (1954) 的 论文 是 
为 “水 的 电 敲 辐射 过 程 中 游离 也 和 OH 的 产量 50， 都 指出 目前 
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我 们 还 扎 过 一 致 的 、 可 第 的 科学 实验 粘 果 , 因 此 还 没有 充 旦 的 根据 | 
来 提出 有 关 水 的 放射 化 学 的 理论 。 严 格 的 、 可 以 重复 的 实 欢 技术 


还 有 待 建立 。 我 们 现在 引述 这 些 放射 化 学 家 的 结论 ， 目 的 在 于 指 旧 浊 | 


出 电离 辐射 对 于 水 的 作用 也 不 是 一 个 简单 的 研究 课题 。 在 这 个 无 
ite RSt A TRAE COSA, ABRAMS 


中 理 的 任务 。 
关于 水 的 电离 理论 的 研究 , 它 是 物理 化 学 方面 的 研究 任务 , 同 


时 也 受到 放射 生物 学 的 影响 而 得 到 进展 的 cl。 根据 Lea(1946) 的 “ 
假 坝 co 认为 在 其 正 单 不 的 水 分 子 受 到 电离 辐射 照射 的 条 件 下 ,可 国 
能 有 两 种 情况 产生 氢 和 源 的 两 种 自由 基 。-- 种 情况 是 一 些 水 分 子 时 


可 能 由 于 激发 而 直接 分 解 成 氢 的 自由 基 和 郑 的 自由 基 ; 在 这 种 情 
如 下 所 产生 的 两 类 自由 基 将 靠近 在 一 起 。 另 一 种 情 允 是 通过 水 分 
子 的 电离 而 产生 自由 基 ， 在 这 种 情况 下 只 有 郑 的 自由 基 会 发 生 在 
电离 的 地 点 ， 而 氢 的 自由 基 将 跟 产 的 自由 基 有 一 定 距 宛 的 间隔 。 
ie (i JA 了 aurowitzc3 所 引用 的 水 的 电子 式 ， 把 水 分 子 的 电离 箱 
成 图 解 (图 2)。 自 由 基 都 具有 一 个 非 偶 电子 ， 它 们 的 电荷 是 中 和 
的 。 须 要 声明 的 是 这 个 图 解 只 eeiiilialiitentiii 


之 处 ,还 请 指正 。 


(=) 胸 氧 核糖 核酸 分 子 的 射线 损伤 ”我 们 可 以 假想 ,电离 幅 “ 


” 射 可 以 直接 打 进 DNA 分 子 , 使 得 DNA 分 子 受 到 损伤 。 此 外 ， 水 


~ we + ¥ 
@_ 一 性 Pm wn een, O_ -由 ©. Lys -~、~、 ; 
1 \ +e 1 pee ae be 
人 WO, | Tare & ae 
由 _ f aT 
(1)H,O 2X cH,O}*+e | 5 om ues 
(H,0}*—-OH'+H+ | \ / 
(2)H,0+e—+ [H;O]- a 
(H,0}-—~ H+ OH- | 
(3)H*+e——- H° 四 . (Hit) 
O (及 水 分 子 》 
HH 


A2 zkaFTHa sae 
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机 自 由 基 ， 主要 是 羟 自 由 基 ， 可 以 作用 于 溶液 
”中 的 DNA 分 子 , 便 得 DNA 分 子 上 的 糖 和 磷酸 根 的 长 链 断 裂 , 和 
” 碱 基 间 的 氢 键 断裂 ,等 等 。 而 氢 键 的 断裂 表现 为 隐藏 性 质 的 塌 伤 。 
倘 将 具有 损伤 的 DNA 分 子 , 用 尿素 处 理 , 即 可 显示 出 DNA 分 子 
”中 的 损伤 ,此 时 再 测量 DNA 溶 液 的 粘度 , 即 有 显著 的 下 降 (Butler， 
1959)。 中 国 科学 院 生物 化 学 研究 所 李 载 平等 (1961) 也 发 现 DNA 
分 子 的 射线 损伤 具有 隐藏 性 质 ， 加 热处理 ， 可 以 显示 出 隆 藏 的 损 
伤 。 
(=) 射线 对 腕 氧 核糖 核酸 分 子 的 直接 作用 和 间接 作用 英 
国 的 Butler 45°) 研究 了 电离 辐射 作用 于 DNA 的 两 种 作用 ， 直 
接 作用 与 间接 作用 的 相对 效应 。 这 个 研究 课题 的 提出 是 这 样 的 : 
根据 Lea (1946) 的 靶 学 说 ， 射 线 对 水 沙 液 中 的 DNA 分 子 只 有 直 
“” 接 损 伤 的 作用 ; 根据 水 的 电离 学 说 ， 射 线 能 导致 水 的 自由 基 的 产 “ 
生 。 考 巾 到 水 的 自由 基 有 重 和 结合 成 为 水 分 子 的 可 能 性 ,假如 DNA 
的 水 滩 液 是 很 稀释 的 ， 照 射 后 产生 的 水 的 自由 基 就 会 多 些 ， 但 是 
由 于 DNA 分 子 相 对 的 稀少 ， 有 一 部 分 水 的 自由 基 在 没有 接触 到 
DNA 分 子 时 ,已 逃 先 重 千 合成 为 水 分 子 。 所 以 可 以 设想 , DNA 水 
溶液 登 是 稀释 ， 射 线 的 直接 作用 于 DNA 分 子 的 机 会 就 减少 ; 射 
. 萎 通 过 水 的 电离 而 间接 作用 于 DNA 分 子 的 机 会 就 增多 ; 但 是 
DNA 水 洲 液 的 稀 释 一 方面 果然 促进 了 射 八 的 间接 作用 ,同时 也 由 
于 自由 基 的 重 和 结合 而 限制 了 这 个 促进 过 程 。 因 此 ， 射 姜 对 水 深 液 
中 DNA 的 直接 作用 和 间接 作用 的 相对 效应 将 是 DNA ie RE AO BE 
ARAB, Butler 4° \ Shy MBAR, WIESEL AT 
各 种 DNA 4, Hetil 0.01~100% ty DNA 7KYSMK, AXE 
BREESE, 照射 剂量 为 4000~24,000 rad。 电 离 辐 射 对 DNA 分 
子 的 损伤 效应 则 由 每 一 个 DNA 分 子 所 占 空 间 的 初级 电离 次 数 来 
决定 ,这 个 初级 电离 次 数 双 以 DNA 溶液 原先 的 特性 粘度 (intrin- 
sic viscosity) 的 减 牢 作 指标 。 车 果 表 明 就 某 一 种 DNA 制备 来 
3%, 7E DNA YAR WOME BE rh 1 一 100 多 的 范围 内 ,导致 洲 液 特性 粘度 
减 牛 所 需 的 初级 电离 欢 数 几 乎 接近 一 个 常数 ; 这 个 事实 意味 着 在 
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这 个 DNA 演 度 范围 内 ， 水 中 发 生 的 -区 电离 眼 在 DNA 分 子 让 
。 妆 生 的 一 训 电 交 具有 同等 的 DNA ERNE NAR SIRO 
明 不 同 的 DNA 制备 具有 不 同 的 射 萎 敏感 性 ,这 也 许 由 于 DNA 的 
纯度 不 完全 相同 的 原因 。 实 验 结 果 还 表明 所 用 的 两 种 不 同 射 源 , 驻 

fe 2 He, DLR MANNER AURAL DNA 的 作用 都 是 
无 关 的 。 i” 
苏联 科学 院 生 物 物理 研究 所 的 Mekshenkov bl 研究 了 同一 
课题 ， 但 是 获得 了 不 同 的 结果 ， 即 入 萎 对 DNA 分 子 损伤 的 直接 ， 


作用 和 问 接 作用 井 不 相等 。 这 表明 在 DNA PARNER, 


” 离 辐 射 作用 的 问题 也 厅 是 一 个 简单 问题 ， 在 这 里 实验 的 条 件 、 所 。 
。 用 DNA 的 质量 和 浓度 以 及 操作 技术 都 是 不 容易 控制 和 求 得 严格 
一 致 的 。 问 题 无 疑 是 复杂 的 。 关 明了 电离 辐射 如 何 影响 水 溶液 中 
”的 DNA 分子， 将 为 射 疙 对 生物 机 体 及 活 秋 隐 的 影响 这 两 个 水 乎 的 4 
GE LEB BE LAE Ts Ti AY EB JE iz 
(四 ) ASA BK BRK weep BY O, AUR SERIE FLA wf 
蛋白质 杂质 “在 实际 的 情况 下 , DNA 的 水 溶液 不 可 能 仅仅 含有 
DNA 和 孔 *O; 而 沟 常 会 有 溶化 于 水 中 的 0,， 和 DNA 分 子 所 附 
着 的 微量 蛋白 质 杂 质 。 0。 的 存在 使 得 水 的 电离 产物 复杂 化 ， 二 
加 了 五 0。 自 由 基 和 互 ;0。 等 。DNA 分 子 上 所 附着 的 微量 蛋白 
质 将 对 DNA 分 子 的 射 灼 敏感 性 发 生 影响 》 集 根据 电离 辐射 化 学 
防护 机 制 的 电子 自 旋 共振 研究 的 一 些 粘 果 "1 来 推测 ， 蛋 自 质 杂 


质 的 存在 便 可 能 有 防护 DNA 分 子 射线 损伤 的 作用 ; Butler 等 


(1958) 的 精 果 也 表明 了 这 种 可 能 性 。 总 之 ， 0。 和 看 白质 的 存在 ， 


使 得 DNA 水 溶液 的 系统 变 得 复杂 。 关 明 电 离 辐 射 对 这 种 复杂 的 司 


DNA 溶液 系 绩 的 影响 ， 一 方面 是 研究 工作 更 困难 了 ; 在 另 -- 方 站 
面 ， 问题 的 逐步 解决 ， 将 对 射线 影响 生物 机 体 及 活 普 胞 的 研究 ,更 q 
具有 启发 和 促进 的 作用 。 
三 、 电 离 辑 射 对 细胞 权 酸 代谢 的 影响 
我 们 将 简略 讨论 组 胞 烙 构 和 核酸 代谢 的 联系 ; 两 类 核酸 ) 
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DNA. 和 RNA， 以 及 自白 质 等 物质 在 代 讲 上 的 联系 。 此 外 ， 还 预 
” 备 介 萎 一 些 新 途径 的 研究 报导 ， 内 容 有 竹 胞 机 能 和 DNA 含量 的 
HK, Reb RNA 碱 基 和 组 成 和 光照 的 联系 。 
(一 ) MBH Kuzincs 在 1962 年 论述 了 代谢 过 程 的 改变 
“在 和 胞 射线 损伤 中 的 地 位 。 葵 文中 列 有 条 胞 精 胃 烙 构 的 图 式 ， 可 


久 参 考 ,在 这 里 不 再 引用 了 。Kuzin $e ns BR Ht 


”射线 损伤 的 重要 意义 。 尊 胞 薄膜 千 构 有 竹 胞 浆 内 的 内 质 膜 、 烤 粒 
” 体 ,等 等 。 多 层 薄 膜 的 射线 损坏 导致 渗透 作用 、 酶 分 子 的 正常 排列 
“和 催化 过 程 的 破坏 。 因 此 ， 从 电离 辐射 对 帮 胞 精 租 千 构 破坏 的 角 
度 来 研究 射 瘤 对 核酸 代谢 的 影响 , 确 是 一 个 新 开辟 的 研究 什 域 , 工 
作 正 在 开展 。 此 外 还 应 提 到 区 ollerc9 在 1954 年 报告 的 染色 体 的 
hi MG Hy FE SBC He AMAZE POT. WARE tame 
ERMA DNA, HAE, MH HMA ROR, MS 
和 染色 体 中 DNA 代谢 有 联系 ;这 一 方面 的 核酸 代谢 的 研究 工作 ， 
还 刚刚 开始 。 
(=) 腕 氧 核糖 核酸 ,核糖 核酸 和 蛋白 质 等 的 代谢 联系 ”从 确 
， 胞 是 一 个 整体 、 壮 胞 内 各 种 物质 代谢 之 间 是 互相 联系 和 互相 制 狗 
这 些 观 点 出 发 ,在 探讨 粗 胞 核酸 代谢 所 受到 照射 的 影响 时 ,应 读 注 
意 RNA，DNA 和 和 蛋白质 等 物质 代谢 以 及 能 量 代谢 之 问 的 联系 。 
FEMS RNA 分 布 在 核 仁 及 租 胞 浆 内 ,而 DNA 则 在 核 内 ;这 些 


不 同 的 分 布 又 与 普 胞 的 精 胡 烙 构 紧密 联系 ,与 秋 胞 的 分 裂 、 分 化 、- 
簿 传 、 变 异 等 机 能 紧密 联系 。 这 种 情况 跟 DNA 水 溶液 体系 的 情 ， 


”如 比 较 起 来 ,显然 有 质 的 区 别 。 关 于 电离 辐射 影响 方面 的 研究 ,可 
DSP AB 1959 年 在 英国 剑桥 大 学 放射 治疗 系 举行 的 条 胞 核 桂 论 会 
#3 (Mitchell, 1960) (fp HBS, KBLM, 

(=) MOMAEMRAGRERER bb AM MA HY 
_ Branez 及 了 Roelsc 在 1961 “E42 T WERE A BUTESD IS A SP PE 
bi BM DNA AS AES), MUP AMEE DE 
Fe IR I B47 BHP LAK DNA Ay Hit , 34> LAH 
DNA 含量 在 动情 前 期 都 比较 低 ， 而 在 动情 问 期 高 些 , 在 动情 期 最 
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高 ， 要 上 比 动情 前 期 高 出 网 7 一 299%5。 这 个 观察 克明 有 些 条 用 核 
DNA 含量 大 不 是 恒定 的 ,而 是 随 着 狙 胞 的 机 能 而 发 生变 化 。 由 于 下 
EN LAR A RI DNA 含量 恒定 的 概念 有 抵触 ， 同 时 指 | H 
了 半 胞 机 能 和 DNA 含量 联系 的 可 能 性 ， 这 是 一 个 有 SRA 
”这 一 方面 的 研究 还 应 重复 和 扩大 。 5 
| (四 ) 限 虫 叶 称 体 上 的 核糖 核酸 碱 基 租 成 和 光照 的 联系 ， 
Brawerman 及 Ohargaffr9 报 导 了 当 取 具 在 形成 是 和 低 间 半生 
RNA 类 型 的 出 现 。 眼 虫 在 黑 晤 条 件 下 培养 是 没有 叶 炉 体 的 ; 当 
改 为 光照 条 件 下 培养 时 ， 即 出 现 大量 蛋 白质 合成 ， 同 时 出 现 的 ， 
是 RNA 含量 的 增高 。 在 比较 黑 盟 和 光照 条 件 下 生长 的 眼 虫 所 含 
RNA 的 碱 基 狙 成 时 , VES A RGA 
SCRA CEPR A SLEEP SUSY RNA 28H, ROLE 
核酸 代谢 的 研 完 是 有 指导 意义 的 ; 即 RNA 的 有 有 可 
条 件 一 一 光照 条 件 的 影响 。 
以 上 介 帮 的 丽 个 新 的 研究 报导 答 我 们 提供 了 启示 ， 即 电离 福 
射 作为 环境 条 件 , 很 有 可 能 影响 核酸 代谢 ,表现 在 攻 胞 核酸 含量 的 “。 
多 少 上 ， 也 可 以 表现 在 核酸 的 碱 基 粗 成 上 。 现 在 不 仅 有 一 个 哲学 “ 
的 指导 思想 ， Miia 
EE, HEALS 6 EPS i: 


DU, HUES Ee A Sh eRe a 

(一 ) 整体 高 等 动物 ”我们 哉 把 一 标 DNA 水 洲 液 同一 只 活 
小 鼠 作 比 较 , 我 们 分 析 二 者 之 问 的 联系 和 二 者 之 间 质 的 差别 。 小 自 
鼠 也 不 态 被 看 作 是 一 种 复杂 的 生物 高 分 子 的 胶体 游 液体 系 , 但 是 ， 
这 个 体系 在 空间 和 时 间 方 面 是 高 度 粗 积 化 了 的 。 原 生 质 分 化 和 狂 
合成 各 种 壮 胞 . 粗 徐 ,器官 和 系 竹 ,而 成 一 个 多 帮 胞 的 生物 有 机 体 ; 了 
砷 通过 神 沟 体液 的 作用 ,保持 着 一 个 稳定 的 机 体内 环境 ,同时 还 保 
持 着 有 机 体 在 功能 和 代谢 方面 的 协调 和 严格 的 顺序 性 。 这 样 一 个 “是 
高 度 粗 和 铀 化 了 的 生物 机 体 ， 当 受到 电离 辐射 这 个 外 界 因素 的 干扰 
时 , 任何 一 个 时 间 、 任何 一 个 部 位 的 干扰 必然 这 动 全 局 , 引起 复杂 
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的 反应 。 生 物 机 体 这 种 受 干 扰 和 有 反应 ,都 是 通过 生物 机 体 原 有 的 
同化 作用 和 异化 作用 的 矛盾 运动 而 体现 出 来 的 。 就 核酸 代谢 来 襄 ， 
动物 体内 的 两 类 核酸 不 知 有 多 少 种 类 型 ， 分 子 量 及 化 学 结构 都 有 
”所 差异 ;许多 类 型 的 核酸 又 是 不 均匀 地 分 布 在 全 身 的 每 一 个 半 胞 
里 ;各 个 翘 胞 里 的 核酸 则 在 进行 着 不 断 的 同化 作用 和 异化 作用 ; 代 
谢 强度 和 类 型 又 是 不 尽 相同 的 ， 这 种 代谢 随 着 生物 体 不 同 发 育 阶 
，” 段 和 不 同 生理 情况 , 双 表 现 出 千 差 万 异 的 代谢 变化 。 在 这 样 一 个 非 

党 复杂 的 物质 运动 的 背景 上 ,外 来 的 光量 子 ,电子 ,质子 等 的 贯穿 性 、 
的 打 入 ,无 论 是 直接 作用 于 核酸 或 是 通过 水 分 子 问 接 作用 于 核酸 ， 
必然 产生 干扰 和 反应 。 我 们 所 观察 到 的 是 机 体 在 照射 以 后 一 定时 
间 内 某 些 壮 胞 , 例如 淋巴 球 、 生殖 邦 胞 等 的 烙 构 和 机 能 的 破坏 ,和 
遵 传 物质 基础 的 变异 等 等 。 在 DNA 水 溶液 的 情况 下 ， 我 们 观察 
”照射 影响 时 需要 极 天 剂量 ， 才 能 看 到 DNA 洲 液 粘度 的 下 降 。 而 
72 +P FSR) 在 小 白鼠 则 只 需 至 身 照 射 720 伦琴 ,在 24 小 时 
后 即 能 观察 到 胸腺 的 显著 变化 (图 3); TA AR OES 
身 照 射 50~100 伦琴 ， 即 能 观察 到 卵泡 的 显著 变化 。 这 些 壮 胞 形 
态 的 变化 反映 核酸 含量 的 变化 7) 和 核酸 代谢 的 变化 。 问 题 的 复 
杂 化 还 表现 在 下 烈 的 现象 上 ， 即 局 部 的 照射 可 以 影响 全 身 ; 身体 
各 部 分 和 各 类 邦 胞 又 具有 不 同 的 射线 敏感 性 。 多 尊 胞 生物 机 体 的 
情况 无 疑 是 极端 复杂 的 ; 但 是 ,我 想 , 假 如 我 们 抓 住 多 半 胞 生物 机 
体 的 最 突出 的 情况 , 即 全 身 邦 胞 结构 .机 能 和 代谢 的 高 度 协调 的 情 
如 ,去 实验 观察 ,也许 我 们 可 以 比较 全 面 地 去 探索 电离 辐射 对 高 等 
动物 核酸 代谢 影响 的 奥秘 。 下 面 再 就 高 等 动物 机 体 协 调 因 素 ， 作 
简略 的 叙述 。 

(=) 神经 Grigoryev 5 在 1954 年 所 作 的 临床 观察 ,发 现 
病人 腹部 受到 外 60 的 治疗 , 照射 剂 率 为 每 分 钟 7.6 FOE, 在 照射 
腹部 的 20 分 钟 内 ,病人 脑 电波 出 现 了 与 照 前 及 照 后 显著 不 同 的 电 
位 变化 。 这 表明 腹部 的 照射 ,在 几 分 钟 的 短 时 间 内 反映 在 神 沟 系 芋 
的 高 级 部 位 。Caster 等 c3 用 700 伦琴 的 和 射线 照射 大 鼠 全 身 ， 发 
现在 照 后 3 一 12 小 时 ,出 现 脑 DNA 含量 的 显明 的 减少 ;和 脑 电 波 
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图 3 SERBS AU 720 4638 24 小 时 后 的 胸腺 变化 


的 变化 。 Caster Se ee i a 避 脑 中 可 能 存在 一 小 禾 的 射 姜 敏感 厅 
胞 。 

(=) 体液 Benjamin 及 Yost c AX MEM HAR HOR, 
as 
照射 影响 了 内 分 刻 腺 机 能 而 间接 产生 的 。 前 面 所 提 到 的 Branez ， 
及 Roels 5] 关于 峻 性 大 鼠 育 上 腺 皮层 攻 胞 DNA 含量 旺 随 着 动情 i 
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循 着 这 条 粹 索 去 探索 体液 对 核酸 代谢 的 控制 ， 我 想 ， 这 是 值得 学 

试 的 。 

(DO) 生物 高 分 子 的 特异 性 ”蛋白质 的 特异 性 表现 在 动物 机 
体 的 血清 免疫 反应 、 异 蛋白 的 过 敏 反 应 等 等 上 面 ;核酸 的 特异 性 表 
现在 蛋白 质 合成 密码 作用 ,遗传 变异 的 物质 基础 等 等 上 面 。 高 等 动 
物 由 一 个 受精 卵 发生 而 成 为 一 个 成 年 的 个 体 ， 这 个 动物 发 生 过 程 
的 代谢 奥秘 ,还 有 待 探索 ,但 是 受精 卵 的 生物 高 分 子 , 特 别 是 DNA 


的 特异 人 性， 无 疑 是 一 个 重要 关键 。 我 们 再 联系 射线 户 导 变异 的 现 


象 来 思考 ， 电 离 辐射 对 整体 动物 核酸 代谢 的 影响 这 个 研究 丙 题 的 
重要 含义 和 广 阅 的 颌 域 , 便 将 更 为 人 们 所 认识 了 。 
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电离 辐射 对 核酸 代谢 影响 的 三 个 不 同 水 平 的 研究 ， 即 射线 对 
DNA 水 溶液 、 帮 胞 及 生物 机 体 整 体 核 酸 代谢 的 影响 的 研究 , 各 有 
不 同 的 研究 课题 和 不 同 的 研究 方法 。 生 物 整体 水 平 的 研究 已 沟 在 
生物 科学 上 取得 极 伟大 的 成 就 ;》 而 生物 高 分 子 水 平 的 研究 在 近 二 
十 多 年 来 最 为 活跃 井 正 在 取得 巨大 的 进展 ; 至 于 条 胞 水 平 的 研究 
则 处 于 生物 高 分 子 研究 及 生物 整体 研究 之 问 ， 物 理化 学 方面 新 技 
术 、 新 理论 正 从 分 子 水 平 推进 到 亚 秋 胞 车 构 ,而 从 生物 整体 研究 得 
出 关于 有 生命 物质 运动 发 展 的 思想 正在 指导 着 壮 胞 水 平 的 研究 。 
因此 ,我 们 也 许可 以 旭 , 电 离 辐射 对 秋 胞 核酸 代谢 影响 的 研究 是 当 
前 三 个 不 同 水 平 研究 中 的 关键 。 推 动 了 这 个 中 间 环 节 ， 我 们 就 能 
够 较 快 地 推动 放射 生物 化 学 前 进 。 
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抗 代谢 物 〈anti-metabolite) 或 称 代谢 持 抗 物 (metabolic 
antagonist)， 是 一 种 人 工 合成 的 或 生物 体内 天 然 存在 的 化 学 物 
质 ,其 化 学 结构 与 生活 过 程 中 一 些 天 然 存在 的 必需 代谢 物 (meta- 
bolite) 类 似 。 如 将 这 种 与 必需 代谢 物 相 似 的 物质 (analog) A 
体内 ,由 于 其 千 构 与 代谢 物 相 似 , 则 抗 代谢 物 与 必需 代谢 物 发 生 特 
SHEN Oddi aoe A (antagonism), 这 种 作用 表现 为 二 者 与 同 
”一 酶 的 生化 反应 的 活力 中 心 相互 竞 等 ， 影 响 酶 与 基质 的 正常 反应 
速度 ， 最 后 减少 或 抑制 产物 的 生成 ， 故 常 双 将 抗 代谢 物 称 为 抑制 
剂 (Ginhibitor ， 简 称 I). 

抗 代 谢 物 与 酶 烙 合 后 的 复合 物 ， 不 象 正常 代谢 物 与 酶 糙 合 的 
复合 物 那 样 易于 分 解 ,往往 使 一 个 酶 陷入 复合 物 内 , 致 体内 代谢 物 
不 能 或 很 少 与 酶 结 合 , 于 是 机 体 出 现 种 种 异常 的 代谢 现象 ,或 导致 
某 种 必需 代谢 物 的 缺乏 ,甚至 引起 生物 或 动物 死亡 。 

过 去 对 抗 代谢 物 的 作用 机 制 是 以 沟 典 的 “镇 与 钥匙 ”学 裔 
(lock and key theory)554 来 解释 的 ， 近 年 来 Baker 等 6 和 提出 
了 一 个 新 的 “镇 与 钥 是 "学 襄 ， 他 们 认为 一 个 抗 代谢 物 与 代谢 物 不 
一 定 在 结构 上 完全 相似 》 仅 在 分 子 和 结构 中 有 一 部 分 ,或 一 例 能 与 酶 
蛋 自 的 受 体 相 辕 合 即 可 产生 抗 代谢 物 的 作用 ， 写 的 另 一 侧 可 以 自 
由 改变 。Baker 等 根据 许多 实验 碍 料 并 提出 内 烃基 化 及 外 烃基 化 
的 理论 学 说 。 
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: SFO Mr feUS HEE Ae sh AT APA HNO, LR 
se vame LR HOSEE RHR GRS , “EER Ee 
FY ABU ADL RATS, CARN, I, ET 
已 采用 抗 代谢 物 进行 治疗 。 这 些 药物 的 药理 作用 已 有 不 少 专 题 艾 
献 报导 ， 很 多 与 核酸 代谢 有 着 密切 的 关系 。 正 正如 Todd ee 所 
“一 切 事物 最 焰 与 核酸 有 关 ”。 本 文 拟 重点 地 对 一 些 抗 代谢 物 与 核 
ce MIE ATR. NL TROL ELSE 
的 重要 性 。 
=. Bh SRB 让 
(一 ) BBE UAB RE ces a i 
I TAY 6-H Ke 6-Bie (CB GENS (Re, FEL 
1 所 示 。 SETAC RB CL IE Hy PS LE Hn RS een 
Wy MRIS. ic Be BEI ey He eS HI A y 
eee: aE: ee 
(BDH HE LAB , Ze PR Me N ZE Yo 
1. 6-%4@=4 (6-mercaptopurine, fi FR 6-MP) 6-MP $ 是 
由 Elion 及 本 itehings5?223] 于 1959 年 合成 的 。 Clarke 等 所 sp ‘ 
BY 6-MP 3 PIE 9-180 SIF EJ, Burchenal®*34e 7 [aj 4p ab 
cou teniercdabenielglihe Dot apiiebyag 
实用 价值 ,而 更 重要 的 是 它 在 理论 研究 上 有 着 重要 的 意义 , BMP 
人 empirieism)， 通 
它 的 生物 效能 的 研究 ier omens at 贡生 
as 
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图 1 eeu mas boty 


微生物 生长 的 影响 ,发 现 这些 化 合 物 均 有 不 同 程度 的 抑制 作用 , 且 
”6-MPE 在 多 种 叶 喻 衍化 物 中 是 最 有 效 的 一 个 。 

对 其 作用 机 制 的 研究 虽然 经 过 多 年 来 生物 化 学 家 的 努力 ， 至 
今 仍 不 够 了 解 。 但 从 化 学 车 构 上 看 ，6-MP 与 一 些 常 被 粗 胞 所 利 
FAHY ko BE RR Se AA. Hamilton 等 所 和 便 证明 6-ME 在 
体内 可 以 转变 为 核 苷 酸 ， 这 些 核 苷 酸 与 正常 味 喻 的 相应 核 苷 酸 的 
区 别 ， 仅 是 在 第 六 位 上 的 氧 原 子 被 硫 取代 。 Skipper 4 "*°) 证 明 
6-MP 对 味 吟 的 重新 合成 (biosynthesis de novo) 有 抑制 作用 。 
Balis 等 后 也 获得 类 位 的 和 结果， 他们 全 用 小 徐 肉 瘤 8-180 观察 
到 6-MP 对 甲酸 并 合 到 核酸 中 有 抑制 作用 ， 而 对 腺 味 哈 的 者 合 则 
无 影响 。 Mandel 等 °°) 全 用 大 肠 杆 菌 发 现 6-MP 对 RNA & 
DNA 均 有 抑制 作用 。 Davidson) 认为 6-MP 主要 是 抑制 次 黄 


ae 


TU ER RE RN ay IN Pe (6 
Ie HEU TI AS Oy EME EE WR A YEE z 
Mandel 等 cs 利用 大 肠 杆菌 观察 到 6-MP 对 已 合成 的 腺 昭 哈 及 和 区 
(LEM 19 Fl FEI 
Elion!*71 Fi) FA S*®*-6-MP 在 小 鼠 武 验 发 现 8$85-6-MP 互 FI DF 5a: 
合 到 小 鼠 的 各 种 器 官 中 的 RNA 及 DNA 部 分 ， 但 为 量 极 少 。 近 ， 
来 Beibercs] 利用 S*-6-MP 在 小 鼠 脐 癌 -755 进行 试验 ,发 现 无 论 
对 6-MP 敏感 的 或 不 敏感 的 瘤 株 , 对 8**-6-MP FF HH] RNA BH 
DNA 的 作用 没有 什么 区 别 。Fodor 等 3 最 近 观 察 到 6-MP ai 
SUPRA Ma DNA 有 明显 的 降低 作用 。 
最 近年 来 , 学 者 们 代用 反馈 机 制 解释 6-MP 的 作用 机 制 。 x 
是 一 个 新 学 属 ， 很 受到 学 者 们 的 注意 。Wyngaarden 等 co] gig 
告 6-MP 对 味 哈 生物 合成 第 一 步 的 前 身 5- maim Re 
作用 。 但 Lepage 等 7] 未 全 发 现 6-MP 及 别 的 一 些 化 合 物 在 嘎 。 
哈 合 成 中 对 FGAR 有 堆 聚 现象 , 这 一 报告 说 明 研 究 6-MP 对 5- — 
磷酸 核糖 胺 这 一 步 反 馈 性 的 作用 是 非常 有 意义 的 。 值 得 注意 的 是 ，， 
如 前 所 迹 ，Balis 等 c 便 观 察 到 6-MP 对 甲酸 OM FEA BIRT 
重新 合成 有 明显 的 抑制 作用 ， 当 时 对 这 种 特异 反应 不 能 解释 而 
今天 可 以 推测 为 由 于 6-MP 这 个 类 似 物 沟 过 代谢 转变 为 欢 黄 味 。 
附 核 苷 酸 ， 因 此 对 味 叭 的 生物 合成 第 一 步 有 抑制 作用 《〈 见 图 4)。 
| Welch"**] $¢46 6-MP 这 种 反馈 称 为 假 的 负 反 馈 (pseudonegatine 
feed back)， 才 认为 虽然 还 不 能 把 这 种 负 反馈 作用 看 为 是 6-MP 
唯一 的 抗 肿瘤 的 机 制 , 但 它 将 是 6-MP 及 其 他 抗 肿 瘤 药 一 个 主要 
的 研究 方向 。 i. 
RR DLZR, 8 明 对 6-MP 作用 机 制 已 有 很 多 研究 , 但 矛 
盾 处 不 少 。6-MP 在 体内 的 代谢 过 程 和 对 核酸 代谢 的 影响 ， 可 以 
图 2 及 图 4 来 表示 。 
2. 硫 代 篇 便 嗓 哈 (Thioguanine， 简 称 TG) TG 和 6-MP 
在 化 学 车 构 上 很 相似 ,因此 其 抗 肿瘤 作用 也 类 似 。Sartoreli 等 cq 
全 观察 到 肿瘤 核酸 的 味 哈 合成 过 程 中 ， 利 用 饲 便 叶 哈 及 甘氨酸 的 
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6-MP 核糖 二 厂 酸 


BRS 8 RS 6-MP 核糖 三 磷酸 
RNA+ DNA 


6-MP-RNA 6-MP-DNA 


es ct 


嘿 险 新 合成 前 身 物 一 “= ARMAS YL seonra ee 


BERS 
图 2 6-MP 在 体内 代谢 及 对 核酸 生物 合成 的 影响 示意 图 524 


作用 可 被 TC 阻 拓 ，TG 对 次 黄 嘎 哈 核 苷 酸 转 变 至 腺 味 哈 核 背 酸 
有 部 分 抑制 作用 ， 试 验 井 证 明 TG 影响 顺 叭 的 新 合成 过 程 部 位 要 
在 合成 甲 酰 甘 氨 酰 腔 (FKGAR) 以 前 ， 但 TG 对 腺 嗓 啥 的 利用 以 及 
”由 甘氨酸 合成 蛋白 质 的 过 程 没有 影响 。 Brown 等 c9 利用 腹水 瘤 
壮 胞 体外 观察 ,发现 TG 有 抑制 甲酸 及 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 转变 至 核 
酸 的 作用 ， 而 对 甲 硫 氨 酸 井 合 至 蛋白 质 则 无 影响 。 一 般 认 为 TG 
对 核酸 重新 合成 的 抑制 作用 主要 是 影响 饲 便 嘎 哈 的 利用 。Man- 
del 等 cs] 采用 微生物 试验 时 ,发现 TC 对 条 胞 内 RNA* 含 量 有 降 
低 作 用 。 

关于 反馈 机 制 与 TC 的 抗 肿 瘤 作用 的 关系 ，Lepage 等 c%] 全 
利用 各 种 腹水 瘤 普 胞 进行 研究 。 他 们 发 现 TG 及 6-MP 对 小 鼠 
肉瘤 180 有 和 良好 的 治疗 效果 ,但 从 反 蚀 方面 来 研究 , 傈 未 见 有 显著 
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6- 硫 代 高 便 野 哈 (TG) 
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3 TC 在 体内 代谢 及 对 核酸 代谢 作用 示意 图 


的 区 别 ， 因 此 Lepage 等 认为 TC 的 抗 肿 瘤 作用 与 反 包 机制 的 关 
系 不 大 。 全 

TG 在 体内 代谢 及 对 核酸 代谢 的 影响 ,可 以 图 3 表示 。 

总 车 嘎 哈 在 体内 的 生物 合成 途径 及 抗 代谢 作用 部 位 可 见 图 4。 

(=) 喀 啶 类 抗 代谢 物 “ 喀 啶 类 抗 代 谢 物 在 肿瘤 化 学 治疗 的 
地 位 日 趋 重 要 , 其 中 以 5- 氮 尿 喀 啶 类 最 引 人 注 意 ， 这 一 类 的 化 学 “ 
结构 见 图 5。 ag 
”Rutman 等 4) 在 研究 化 学 致癌 物质 引起 肝 瘤 的 动物 的 核酸 
合成 过 程 中 ， 观 察 到 动物 利用 尿 喀 啶 的 能 力 远 较 正常 动物 肝脏 要 
强 。 以 上 试验 引起 了 Heidelberger 3° 的 注意 ， 他 们 认为 尿 
喀 啶 的 利用 增加 虽然 不 是 肿瘤 所 特有 ， 但 与 肿瘤 化 学 治疗 位 有 一 
定 的 关系 ， 不 久 他 们 就 设计 了 尿 喀 喧 类 的 抗 代谢 物 。 他 们 为 了 减 
少 抗 代谢 物 与 代谢 物 在 结构 上 的 差异 过 多 ， 信 考虑 到 氟 与 氢 原 子 
牛 径 体积 很 相似 : H=1.20A, F=1.35 A, Cl=1.80A, 于 是 合 
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H,0,PO—CH, 


O. /NH, ih 
Xe 于 磷酸 核糖 访 5-PRA 


OHOH | es 
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--#H,0,-P0-CH, re * Roe 
Ko) Oe ah a ra 磷酸 核糖 焦 磷 酸 = 5-PRPP Ge 
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OHOH 


H,0,-P0-CH, 


ay ‘i 核糖 -5- 磷 酸 BR-5-P 
OHOH : : a 

图 4 tee Sb CP 4 
成 了 5- 氟 尿 暗 啶 这 个 化 合 物 ， 以 后 陆续 双 合 成 了 FURR BODES 
eey£?01 | 

34%) Curreri & Ansfield'**) 439 5FU 在 中 毒 的 剂量 下 对 晚 
期 肿瘤 病人 有 明显 的 治疗 效果 。5FU 对 乳腺 癌 \ 直 肠 瘤 及 肝癌 有 
一 定 的 疗效 ,因此 引起 学 者 们 对 5FU 的 注意 。 后 来 Cohen 等 m 
也 发 现 SFU 及 5FUDR 对 动物 及 人 体 肿 瘤 的 疗效 。Rich 等 ca 
SAM Fe SURG ELE, 比较 了 SFU BR 5FUR, 
BFUDR WAR , RBM a — WIT REE USER, Chaudhuri] 
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图 5 meeps ey 
利用 艾 氏 腹水 癌 观 察 到 SFU 代谢 过 程 如 下 : 

5FU—+>5FUR—>5FURP | 
Chaudhuri 9°") 全 观察 到 SFU Zev} BUI FEAL Fp ey ae : 
AR KOMEN, BRAZOS SFU 影响 尿 
Ws Ms AK EE I Se RNA, 3 pla Bae mee ns Ae EF RE ry HUI es 
及 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 ， 其 中 主要 是 对 DNA 新 合成 中 胸腺 喀 啶 的 影 
响 。Danneberg 等 Ce] ghia Peds Hi: SFU 对 胸腺 喀 喧 的 作用 是 
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下 cd 全 
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~~ 全 


直接 的 ,而 且 这 种 作用 要 超过 对 甲酸 的 影响 。Boseh 25g Fy OM 
标记 的 甲酸 体外 试验 ,发 现 5FU 能 抑制 由 甲酸 进入 胸腺 哮 吓 的 合 


成 ， 这 是 由 于 抑制 尿 喀 喧 衍生 物 转向 胸 腺 喀 啶 的 甲 基 化 过 程 。 屋 


Danneberg 等 cte] 合用 小 鼠 体 内 实验 ,发 现 SFU 对 DNA 合成 过 。 
程 中 利用 尿 喀 啶 及 乳 清 酸 有 抑制 作用 。 pipes om 

Eidinoff 等 2 也 观察 到 类 似 上 述 的 烙 果 。Cohencg 全 用 大 。 
肠 杆 菌 进行 试验 ， 发 现 由 腊 氧 尿 喀 喧 核 苷 酸 到 胸腺 喀 喧 核 苷 酸 需 ” 
要 胸腺 喀 啶 核 音 酸 合成 酶 (thymidylate synthetase)， 此 酶 可 以 
被 FUDRP 抑制 , FUDR 作用 较 弱 ，FRURP 无 作用 。 他 们 并 发 。 


现 FUDRP 与 此 酶 的 车 合 为 不 可 道 反应 ， 如 预先 加 大 大 剂量 的 a ) 
WARM ET, A) FUDRP 的 作用 被 减弱 。Cohen SC 认为 。 


FUDR 是 一 种 作用 较 强 的 杀菌 剂 , 其 亲 菌 的 作用 机 转 可 能 下 于 抑 
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图 6 FU 在 体内 代谢 及 对 核酸 代谢 作用 示意 图 
( 除 有 * 处 外 ,主要 女 献 来 源 为 L34J]) 
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Bis an, (i SE 25 GIF Yak Ba Rm i BE” (thy- 


mine-—less death), Skold “#{**] 公用 艾 氏 腹水 癌 试 验 ) 发 现 SFU 
有 拍 制 尿 喀 啶 在 核酸 内 合成 的 作用 ,而 且 认为 这 是 5FU 一 个 主要 
作用 。Prusoff 等 ca] 近来 合成 了 一 类 与 胸腺 喀 啶 相 类 似 的 抗 代 谢 
物 一 一 碘 化 尿 喀 啶 腊 氧 核 昔 ， 谢 计 这 个 化 合 物 时 考虑 到 可 以 碘 代 
灰 胸 腺 喀 啶 第 五 位 碳 原 子 上 的 甲 基 ， 因 为 碘 与 甲 基 的 原子 体积 近 


似 : I=2.15A , CH,=2.0A, Br=1.95 A。 此 药 对 胸腺 喀 喧 的 


生物 合成 有 抑制 作用 ,因此 影响 DNA 的 合成 , 沟 微 生物 、 动 物 肿 
TOL RV RA» BEB IUD 有 中 对 DNA 合成 有 抑制 作用 ， 唯 临床 
by AE RK ERI. 

” 有 关 喀 啶 在 体内 生物 合成 途径 及 5FU 及 IUDR 对 核酸 代谢 
的 影响 可 参考 图 67 及 8 。 

(=) 叶酸 类 抗 代谢 物 “” 叶 酸 类 抗 代 谢 物 应 用 于 临床 至 邻近 

于 四 年 了 29。 这 类 药物 与 磺 腕 的 情况 相同 ， 都 是 先 在 临床 应 用 ， 
然后 才 查 明 其 作用 机 制 。 近 年 来 叶酸 类 抗 代 谢 物 从 数目 上 没有 境 
多 ,但 对 其 作用 机 制 却 了 解 得 比较 这 入 。 
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Abe : 
“rime 首先 应 了 解 叶酸 在 体内 代 涯 过 程 实际 ， 
叶酸 抗 代谢 物 ” 这 种 如 法 不 够 正确 , 因为 参加 生物 代谢 反应 不 
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FAO 叶酸 抗 代 济 物 的 化 学 结构 
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对 核酸 的 生物 合成 及 某 些 氨基 酸 代 谢 有 着 密切 的 关系 。 近 来 
monte 等 CI 总结 了 了 A 瑞 ,一 碳 转移 的 作用 : 外 a: 
1. FAH, 可 以 接受 甲 酰 亚 腕 谷 氮 酸 Cformiminoglatal 
acid) 或 甲 酰 亚 胺 甘氨酸 (formiminoglyeine) 分 子 中 的 Fe wh 
CORNED; 755 5- RL FAH. 
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2. 甲酸 可 转移 -CHO 至 FAH, 的 第 十 位 变 为 10- 
Hae (10-CHO-FAH,). 
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3. 甲酸 或 将 氨 酸 能 转移 分 子 上 的 一 CHsOH 至 FAH, 的 第 
”十 位 ， 以 后 合 环 化 失去 一 分 子 水 变 成 5， 10-1 FAH, (5，10- 
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5。 由 5,10- 甲 燃 FAH, 氧化 变 成 10- 甲 酷 FAH4， 或 水 售 
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5,10-Fkk FAH, Fy DRS ire Fie EH sa ERR AK FF 
fi (elycinamide ribotide，GAR)， 然 后 产生 甲 酰 甘 氨 酰 腕 核 苷 
酸 (formyl glycinamide ribotide, FGAR) , jx MIA AR Ai 
一 个 重要 的 前 身 物 。 
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6. 10- 甲 酰 FAH, 可 以 还 原 和 胶水 变 为 5, 10- 甲 烯 FAH, 
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10- Frage AHL, 可 以 将 第 十 位 碳 原子 转 至 氨基 异 吡 哗 甲 酰 觅 
Ret (aminoimidazole carboxamide ribotide, AICAR), # 
后 变 为 甲 酰 -AICAR, Ja As HY Be Py BL ARLE 
成 的 中 间 体 。 
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7. 5,10- 甲 烯 了 A 互 ,可 以 还 原 为 5- 甲 基 了 A 互 ,, Geis 
昌 基 至 homocysteine 生成 蛋 气 酸 。 锥 生 素 B:。 也 参与 这 步 转 申 
基 化 过 程 。 
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最 后 , 5,10- 4 FAH, 中 的 桥 碳 及 由 叶酸 环 还 原 的 两 个 氢 
DF, FY DU WE a AAT TEE i RE 
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.二 所 叶酸 是 最 后 一 步 反 应 的 产物 ， si 本 二 
oe 微生物 新 合成 物质 ， 或 是 自 食 物 叶酸 还 原 为 了 AH 和 
了 了 A 互 ,可 以 继续 进行 以 上 的 一 系列 化 学 反应 。 


“<a 


(CHa. 8 


Tee COOH a 4 

A oy 
MEAN Ke) 

H 
TPNH + H?* =a 

HNL_ LN》_co_NH_aH-_000H 1 a 

| si (CHL), ae 

sie Se ac boon + mr 

ow a i ‘sd 

eg | A if | 
H 


上 上 面 这 _ 步 生化 反应 在 多 种 动物 中 占有 重要 的 地 位 。 而 叶酸 

类 抗 代 谢 物 能 坚固 地 与 二 氢 叶 酸 还 原 酶 (dihydrofolie reductase) _ 
千 合 ,于 是 阻止 了 叶酸 代谢 环 的 进行 ,这 样 就 切断 了 了 A 互 为 味 只 
、 及 胸腺 喀 啶 的 合成 ,最 区 影 响 了 DNA 的 合成 进行 。Wahba 等 47) 
发 现 除 氨 甲 基 叶酸 的 竺 化物 对 大 肠 杆 菌 内 的 胸腺 嗜 啶 合成 苹 有 抑 
制作 用 外 ,叶酸 类 抗 代谢 物 别 的 作用 人 尚未 被 探知 .过 去 Nihol 等 c3 
认为 叶酸 类 抗 代 谢 物 主要 是 阻 断 FA 至 OF 的 合成 过 程 ( 见 图 10)》 
事实 上 OF 在 FAH, ARPA EWE (loose term)。 q 
Broquist 450") 发 现 氨基 叶酸 的 毒性 , FMI FAH, 解除 ,这 就 上 
脐 明 氨基 叶酸 阻 断 了 FA 28 FAH, 的 过 程 。Fishercs9 @ pia 
基 叶 酸 有 耐 药性 的 小 鼠 自 血 病 攻 胞 进行 试验 ， 发 现 随 着 抗 药性 的 
增加 ， 二 氧 叶 酸 还 原 酶 售 量 亦 楼 比例 升 高 。 以 上 这 些 观 察 有 力 的 
让 实 了 叶酸 类 抗 代 谢 物 主要 是 作用 于 二 氢 叶 酸 还 原 酶 。 1 
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Werkheisert**2 货 用 透析 法 发 现 氨 基 叶酸 与 一 氢 叶 酸 还 原 栈 
的 和 结合 力 大 于 叶酸 10° 倍 。 了 Baker5?1 井 认为 氨基 叶酸 与 酶 千 合 是 
一 种 不 可 敌 反 应 ， 这 是 由 于 叶酸 上 第 四 位 的 羧基 , 改换 为 氨基 , 因 
此 变 为 一 个 强 碱 性 , 此 破 性 与 酶 的 酸性 部 位 自然 结合 的 要 坚固 。 见 
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氨基 叶酸 
”关于 叶酸 类 抗 代 谢 物 对 核酸 代谢 的 影响 可 贿 看 图 10。 
”氨基 叶酸 
8, 3 oy HR 
叶酸 (FA》 
eee TS dan 叶酸 还 原本 
二 所 叶酸 (FA 了 HB:》 


em ee 


POS OT Ae( FAH,) 


FIGS St oT Re C- ipa bina 
风 强 喀 喧 
图 10 ”叶酸 类 抗 代 谢 物 对 核酸 代谢 作用 示意 图 5a4 
(A) 谷 氨 酰胺 类 抗 代谢 物 “ 这 类 抗 代谢 物种 类 较 少 ,常用 者 
Aa NBs BA wk GAN Be DON ,其 化 学 和 结构 见 图 11; 由 于 这 类 药物 毒性 声 
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大 ,因此 在 临床 应 用 受到 一 定 限 制 。 SURI SRE DON 在 动 
SEI, NRT AK, TT LATE 
HE ML, PAA AME PE AERC I 
酰 核糖 -5- 磷 酸 (FGAR), fekhi ee SM IER RaSD 
ty HLA FGAR 的 堆积 现象 。 此 外 别 的 氨基 供应 也 可 为 此 化 ， 
合 物 干扰 : 如 由 核糖 位 加 氨基 形成 5- 磷 酸 核酸 腕 (5-PRA) DLR 
Hy NA RAIL MN, DON 15 AB Lek SS PE FDL 
制 相 同 css]。 ah a 
(RL DON 对 核酸 代谢 的 影响 可 参看 图 12。 is 


AAA 


Bt 
SD een ty me MLS 


| 活力 产物 


FGAR FGAM 
BBE 
图 12 ， 偶 氮 炎 所 酸 对 核酸 代谢 示意 图 ”4 
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% Ais ” 矿 胺 及 乙 氮 喀 喧 作用 机 制 示 意图 

本文 初步 讨论 了 一 些 抗 代谢 物 对 核酸 代谢 的 影响 。 从 上 壕 材 
料 可 以 看 出 研究 的 范围 及 内 容 均 甚 广 , 所 用 实验 方法 及 材料 不 同 ，， 
虽然 在 结果 上 傈 有 矛盾 ， 但 对 了 解 抗 代 谢 物 的 作用 机 制 已 有 很 大 
的 帮助 。 近 年 来 研究 抗 代谢 物 对 核酸 的 影响 ， 对 进一步 解释 药物 
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i f tee 
作用 机 制 已 起 了 很 大 的 作用 。 但 值得 注意 ,的 是 ， 不 仅 是 单一 地 下 
立 注意 核酸 方面 ， 而 应 注意 核酸 与 酶 的 关系。 在 叶酸 抗 代 误 盈 的 ， 
耳 完 ,观察 到 叶酸 在 DNA 合成 作用 是 依靠 酶 进行 ,而 叶酸 类 抗 代 ， 
ay ROMS lth SAGES, AMIE DNA 的 合成 ,由 这 示例 也 可 
避 明 糙 合 酶 的 研究 对 解决 药物 作用 机 制 是 一 个 重要 的 研究 途径 。 
抗 代 谢 物 的 研究 不 仅 使 药理 学 的 知 功 内 容 有 所 充实 ， 而 且 对 
生物 化 学 病因 学 、 免 疫 学 的 研究 也 起 了 一 定 的 作用 。 这 里 志 必 须 ， 
指出 抗 代谢 物 在 临床 上 应 用 仍 有 其 缺点 :毒性 大 , 疗效 低 ， 容易 产 时 
生 耐 药性 ,今后 怎样 去 选择 一 些 作用 特殊 的 抗 代 谢 物 , 这 些 新 的 抗 
代谢 物 对 正常 硼 给 或 粗 胞 很 少 甚至 无 损害 作用 ， 而 且 能 有 效 地 控 。 
制 某 一 病理 过 程 。 还 有 右 于 生物 化 学 、 生 理学 的 知识 积累 ;还 应 了 
解 什么 物质 是 体内 特殊 功能 上 的 重要 物质 ， 进 一 步 查 明 在 病理 状 “ 
态 下 代谢 物 特别 是 核酸 的 特异 性 ， 以 及 当 机 体 的 某 一 主要 代 一 物 
在 马 乏 时 有 何 特 异 征 状 ， 虽然 在 这 方面 的 研究 还 很 不 够 深入 ,但 我 “ 
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